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RESUMEN

Se estudiaron treinta caninos con enfermedad renal a los cuales se les realizó pruebas
de diagnóstico serológico para Leptospirosis por medio de la prueba de Aglutinación
Microscópica (MAT) a seis serovares de Leptospira interrogans; y pruebas de
diagnóstico en muestra de orina por medio de las pruebas de campo oscuro, intento
de aislamiento y Dot – ELISA a los serovares canicola, icterohaemorrhagiae, pomona
y grippotyphosa. Se diagnóstico como positivos a Leptospira como etiología de la
enfermedad renal uniendo los resultados de las cuatro pruebas a: 10 caninos (33.3%)
que presentaron títulos a MAT a los serovares (sv) icterohaemorrhagiae, canicola y
grippotyphosa principalmente; de estos, 9 fueron positivos a Dot – ELISA con una
distribución

homogénea

en

los

cuatro

serovares

que

se

manejaron

sv

icterohaemorrhagiae, sv canicola, sv pomona y sv grippotyphosa; 3 perros fueron
positivos a la prueba de campo oscuro y ninguno resultó positivo al aislamiento. De los
20 perros restantes (66.7%) dos quedaron con diagnóstico no confirmado de
Leptospirosis pues quedaron sospechosos en el campo oscuro y en el aislamiento. La
asociación entre la prueba Dot – ELISA y la prueba MAT fue altamente significativa
(P<0.01) tanto para cuando se utilizó la prueba MAT con todos los títulos como cuando
se utilizaron solo los casos positivos con títulos mayores o iguales a 1:800, P igual a
0.0017 y 0.0014 respectivamente.
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ABSTRACT

Thirty dogs with renal diseases were studied. Serologic diagnostic test for
Leptospirosis was realized them by a Microscopy Agglutination Test (MAT) at six
serovars of Leptospira interrogans; and diagnostic tests in urine sample by Darkfield
Microscopy,

Organism

Isolation

and

Dot

–

ELISA

at

serovars

canicola,

icterohaemorrhagiae, pomona y grippotyphosa. As a cause of the renal disease, the
study found positive results in the Leptospira Diagnostic, taking in account the 4 tests,
in the 30 animals: 10 dogs (33.3%) which presented titers on MAT mainly in the
following serovars (sv) icterohaemorrhagiae, canicola y grippotyphosa. Dot – ELISA
was positive in 9 of the cases with homogeneous distribution in the serovars sv
icterohaemorrhagiae, sv canicola, sv pomona y sv grippotyphosa; 3 dogs had positive
results in the Darkfield Microscopy Test and neither of these 10 cases obtained positive
results in the Isolation Test. The rest of the animals (20 cases, 66.7%) had a negative
Leptospirosis Diagnostic although 2 of these cases did not have confirmed
Leptospirosis diagnostic because the tests of Darkfield microscopy and Isolation were
suspicious. The association between the Dot – ELISA test and MAT test was highly
significative (P<0.01) in the cases, MAT test with all the titers and MAT test with
positives results and titers great or equal to 1:800, P equal to 0.0017 and 0.0014
respectively.

xvi

INTRODUCCIÓN

Hoy en día, han venido reapareciendo enfermedades conocidas como enfermedades reemergentes, cada vez más amenazantes para la salud tanto de los animales como del
hombre; dentro de estas se encuentra la Leptospirosis (Langston et al, 2003). Esta es una
enfermedad zoonótica de gran importancia alrededor de todo el mundo, ya que las formas
de transmisión hacia el hombre son muy sencillas de presentarse, teniendo en cuenta la
gran cantidad de riesgos existentes sobre todo en personas que trabajan con animales,
por esto es considerada una enfermedad ocupacional, aunque los últimos reportes
informan que la población mas afectada son las personas que tienen contacto con aguas
estancadas y lagos como los turistas y deportistas, ya que el agua es contaminada por
secreciones provenientes de animales infectados o portadores de Leptospiras (Stornelli et
al, 1999; Sessionsa et al, 2004).

En los últimos años se han venido estudiando mas a fondo estas enfermedades
zoonóticas incluyendo a la Leptospirosis. Dentro de los estudios se tiene en cuenta a los
animales silvestres (roedores) y domésticos (caninos) que pueden trasmitirle la
enfermedad al hombre. Estudios en caninos han encontrado que los serovares más
comunes son canicola e icterohaemorrhagiae, pero en los últimos años debido a que las
vacunas comerciales solo protegen contra estos dos, se han venido aislado con mas
frecuencia los serovares pomona, bratislava y grippotyphosa como causantes de la
enfermedad (Greene, 2000; Sessionsb et al, 2004).

Los principales órganos afectados por esta bacteria, tanto en el hombre como en los
caninos, son los riñones y el hígado, produciéndose una insuficiencia renal y hepática que
puede llevar a la muerte si no es diagnosticada y tratada a tiempo (Couto y col, 2000;
Ettinger y col, 2002; Sessionsa et al, 2004; Mc Donough, IVIS, 2005).

Esto ha llevado a que los Médicos Veterinarios se estén preocupando por diagnosticar
correctamente la causa de enfermedad renal que puede llegar a presentar un perro, pues
18

existen diferentes causas que generan esta enfermedad, dentro de las cuales se
encuentra la Leptospira interrogans spp.; ya que en algunos casos, debido a que la
Leptospirosis es una enfermedad zoonótica que puede llegar a ser mortal en el hombre,
los propietarios deciden sacrificar a la mascota para no poner en riesgo su salud.

Dentro de ese afán de encontrar nuevas técnicas diagnósticas más sensibles y
específicas, no solo para la Leptospirosis, se ha venido trabajando en los últimos años
con técnicas de ELISA modificadas como lo es el Dot – ELISA, una prueba que se ha
desarrollado para diagnosticar diferentes enfermedades y que se ha comparado con
técnicas diagnosticas de elección para diferentes enfermedades como la Toxoplasmosis,
la Leishmaniasis y la enfermedad de Newcastle, obteniendo resultados favorables
(Pappas et al, 1983; Watt et al, 1988; Roy et al, 1999).

Con el presente trabajo se intenta dar solución a esta problemática, por lo tanto se van a
correlacionar la prueba Dot – ELISA con la prueba de elección en la cotidianidad para el
diagnóstico de Leptospirosis canina, la prueba de Aglutinación Microscópica (MAT) y con
pruebas auxiliares como los son el intento de aislamiento y la visualización por campo
oscuro a partir de muestras de suero y orina de perros con enfermedad renal.

19

1. MARCO TEÓRICO

1.1. GENERALIDADES DEL GÉNERO Leptospira:

La Leptospira es una bacteria aeróbica ó microaerofílica Gram negativa, clasificada dentro
del grupo de las espiroquetas (Orden Spirochaetales, Familia Leptospiraceae, Género
Leptospira). Las espiroquetas fueron descritas por primera vez entre 1675 y 1685 por
Leeuwenhoek; en 1833, Erhenberg les asigno el nombre. Son un grupo bien particular
dentro del mundo microbiano, debido a su morfología y estructuras peculiares (Vadillo y
col, 2002).

Hace relativamente poco tiempo, se ha venido revisado la taxonomía de todo el grupo de
espiroquetas con el fin de actualizarla. Actualmente este grupo se incluye dentro de la
clase Spirochaetas, orden Spirochaetales, y posee 3 familias: Spirochaetaceae,
Serpulinaceae y Leptospiraceae (ver Tabla 1 y 2).
Este microorganismo es una bacteria delgada, flexible y filamentosa (de 0.1 a 0.2 µm de
ancho por 6 a 12 µm de largo) compuesta por finas espirales con terminaciones en forma
de gancho; tiene forma helicoidal y esta cubierta por una membrana antigénica, ver Figura
1 (Stornelli A. et al, 1999; Couto et al, 2000; Sessionsa et al, 2004; Langston et al, 2003).
Es tan delgada que para ser visualizada, debe ser vista por medio de microscopía de
campo oscuro o por contraste de fase. A pesar de ser Gram negativa, las tinciones más
adecuadas para teñirla son impregnación argéntica (técnica de Levaditi) y de FontanaTribondeau, y las coloraciones de Wright, Giemsa y Romanowsky (Vadillo y col, 2002).

Esta espiroqueta no se multiplica fuera del huésped y su supervivencia depende de las
condiciones medioambientales en las cuales se encuentre, sobrevive transitoriamente en
la orina ácida (pH de 5.0 – 5.5) o en agua helada. Su supervivencia es optima en un pH
neutro o un poco alcalino en la tierra. La temperatura ideal del medio ambiente para que
sobreviva está entre 0 y 25°C (Greene, 2000). Un factor importante para la supervivencia
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de éste microorganismo es la humedad de las pajas, las camas o el suelo donde se
encuentren los animales.

Tabla 1. Taxonomía del grupo de las espiroquetas.

ESPIROQUETAS
1. FAMILIA Spirochaetaceae
Spirochaeta, Borrelia, Brevinema, Clevalandia,
Diplocalyx, Hollandina, Pillotina, Treponema,

Géneros

Cristispira
2. FAMILIA Serpulinaceae
Serpulina, Brachyspira

Géneros

3. FAMILIA Leptospiraceae
Leptonema, Leptospira

Géneros

Fuente: Vadillo y col. 2002.

Tabla 2. Especies del género Leptospira.
ESPECIES DEL GÉNERO Leptospira
Especies Patógenas

Especies Saprofitas

L. interrogans

L. biflexa

L. weilii

L. wolbachii

L. borgpetersenii
L. noguchii
L. meyeri
L. alexanderi
L. inadai
L. parva

Fuente: Vadillo y col. 2002.
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Figura 1. Morfología de la Leptospira spp.

Fuente: Marcano P. 2005.

1.2. LEPTOSPIROSIS CANINA:

La Leptospirosis, también conocida como enfermedad de Weil, fiebre canicola, ictericia
espiroquética, entre otros nombres, es una enfermedad bacteriana causada por especies
patógenas del Género Leptospira, principalmente Leptospira interrogans (Celis y col,
2000). La enfermedad ocurre mundialmente en numerosos huéspedes animales,
incluyendo al perro. La enfermedad en el canino se presenta como una infección aguda
de los riñones e hígado, a veces como una septicemia. La falla renal crónica es una
consecuencia común de la infección y los abortos pueden ocurrir en hembras preñadas.
En los últimos años se ha colocado a la Leptospirosis a la cabeza de la lista de
diagnósticos diferenciales para perros que presentan signos de enfermedad aguda del
riñón y/o hígado (Mc Donough, IVIS, 2005).

La Leptospirosis en los caninos es de alta importancia ya que es una enfermedad de alta
morbilidad y mortalidad, no solo en estos animales domésticos sino también en el hombre,
pues es una zoonosis mundial (Venkataraman et al, 1992).
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1.2.1. Etiología:

Los serovares (sv) identificados como los causantes de la enfermedad en los caninos son
Leptospira interrogans sv canicola y sv icterohaemorrhagiae (Carr et al, 2003). Aunque en
los últimos años se han asilado más los sv grippotyphosa, sv pomona y sv bratislava, por
serología de perros infectados, que los sv canicola y sv icterohemorrhagiae, seguramente
por la vacunación (Ettinger y Feldman, 2002; Sessionsa et al, 2004).

1.2.2. Transmisión:

Los reservorios más importantes de la Leptospira son los roedores (ratas y ratones), pero
también están los coypus, comadrejas, zorros, armadillos y animales poiquilotermos. Los
roedores no muestran signos clínicos ni lesiones, la Leptospira se localiza en los riñones y
se elimina por la orina, contaminando así el medio ambiente y el alimento de los animales
(Stornelli A. et al, 1999). La fuente de infección esta constituida por la orina de animales
infectados y por el agua principalmente la estancada, o suelos contaminados por esa
orina.

Esta bacteria se transmite entre animales por contacto directo del organismo con las
mucosas (con orina contaminada a través de las mucosas y de la piel), vía
transplacentaria y venérea, y por mordiscos. La forma más común de transmisión es la
forma indirecta, es decir por exposición de animales susceptibles a un medio ambiente
contaminado, en especial un medio con aguas contaminadas por orina de animales
infectados (Carr et al, 2003; Mc Donough, IVIS, 2005; Cepero y col, 2005).

1.2.3. Fisiopatología:

Las leptospiras penetran la piel intacta o lesionada, o las membranas mucosas; después
de 4 a 11 días ingresan al torrente sanguíneo, donde se multiplican produciendo un
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estado de leptospiremia, se genera un daño endotelial (vasculitis), el cual puede producir
coagulación intravascular diseminada como sucede en las infecciones por el sv
icterohaemorrhagiae. Posteriormente, coloniza varios órganos (debido a la extravasación
de sangre) incluyendo riñones, hígado, ojos y cerebro, al colonizar los riñones se inicia la
eliminación del microorganismo a través de la orina durante meses o años después de la
infección (Greene, 2000; Carr et al, 2003).

El sv icterohaemorrhagiae usualmente causa fiebre, hemorragia, anemia, hepatitis crónica
e ictericia; mientras que una severa insuficiencia renal aguda activa es común por el sv
grippotyphosa, resultando en una enfermedad mucho más severa que aquella causada
por el sv pomona, cuyas infecciones son a menudo subclínicas, pero es común un estado
de portador crónico. La infección con el sv canicola comúnmente resulta en una nefritis
intersticial crónica.

1.2.3.1. Patogénesis del daño renal y hepático:

La extensión del daño interno de estos órganos es variable y puede depender de la
virulencia del serovar implicado y de la susceptibilidad del hospedero (Sessionsa et al,
2004).

La colonización renal se da en la mayoría de los perros infectados, ya que este
microorganismo tiene predilección por replicarse en el riñón y permanecer en las células
epiteliales de los túbulos renales. Esta permanencia en los túbulos genera inflamación
intersticial y por consiguiente insuficiencia y falla renal.

La nefritis intersticial aguda junto con la inflamación parenquimatosa resultante, producen
una disminución en la perfusión renal y en el volumen del filtrado glomerular. La hipoxia
secundaria a la isquémia renal es una causa fundamental de la nefropatía asociada a
Leptospirosis (Langston et al, 2003; Sessionsa et al, 2004).
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La disfunción hepática puede llegar a ocurrir sin necesidad que haya mayor alteración
histológica, debido al daño subcelular causado por las toxinas de la Leptospira spp.
Dentro de las alteraciones histopatológicas que se encuentran, la más común es necrosis
hepatocelular. Dependiendo de la severidad de la necrosis va a ser el grado de ictericia
que presente el paciente.
La injuria hepática inicial y la persistencia del microorganismo en el hígado generan
alteraciones en la circulación hepática, fibrosis y disturbios inmunológicos, que producen
inflamación crónica (Stornelli A. et al, 1999; Langston et al, 2003).

Los sv icterohaemorrhagiae y sv pomona se ven más asociados a disfunción hepática
severa que los sv canicola y sv grippotyphosa. Hay reportes que el sv grippotyphosa
produce una hepatitis crónica activa en perros (Langston et al, 2003).

1.2.3.2. Respuesta inmune:

Al ingresar al torrente sanguíneo, la Leptospira desencadena una respuesta inmune,
durante los primeros 4 a 7 días postinfección se producen anticuerpos IgM
(inmunoglobulina M) aglutinantes, las cuales persisten por periodos de tiempo variables,
se ha reportado una persistencia desde un mes hasta 2 años (Díaz, 1995).

Posteriormente empieza la producción de anticuerpos neutralizantes IgG; a partir del día
15 postinfección inicia el aumento de sus niveles hasta los 2 meses, donde empiezan a
descender hasta niveles basales persistiendo por años.

La eliminación de leptospiras por orina se ve asociada al nivel de anticuerpos presentes
tanto en suero como en el riñón. Las leptospiras se encuentran aisladas del sistema
inmune al estar en la luz y adheridas a la membrana basal de los túbulos renales pues la
acción de las inmunoglobulinas se ve restringida al espacio intravascular. Las células
epiteliales de los túbulos renales producen IgA, única inmunoglubulina encargada de
opsonizar las leptospiras, pero su poder es tan bajo que estas permanecen viables por
mucho tiempo (Díaz, 1995).
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1.2.4. Sintomatología y hallazgos de laboratorio:

Los signos clínicos pueden variar desde inaparentes a fatales, además dependen de la
edad y estado inmunológico del animal, de factores ambientales que afecten al
microorganismo y de la virulencia del serovar comprometido. Las infecciones leptospirales
hiperagudas se manifiestan por una leptospiremia generalizada y muerte (Davis y col,
1972). En casos agudos, los signos generalmente no son específicos e incluyen fiebre,
anorexia y letárgia, también puede presentarse taquipnea, pulso rápido e irregular,
defectos de la coagulación y daño vascular con hematemésis, hematoquecia, melena,
epistaxis y petequias generalizadas (Greene, 2000; Ettinger y Feldman, 2002; Carr, et al,
2003).

El sv icterohaemorrhagiae causa un síndrome de falla renal y hepática; el sv canicola es
más común que cause enfermedad renal. La hipocalcemia y la glucosuria son comunes,
reflejan el daño tubular de los riñones; también puede existir hematuria, proteinuria y
cilindros granulares. El deterioro progresivo de la función renal se manifiesta mediante
oliguria o anuria. Es raro que se presente daño hepático sin previo daño renal. Se puede
presentar miositis, gastroenteritis hemorrágica, hipoalbuminemia y trombocitopenia por el
daño vascular.

Otros sistemas corporales son afectados durante la fase aguda de la infección. Cuando la
bacteria invade el sistema nervioso produce una meningitis benigna; en algunas
ocasiones puede producir uveítis causada por una reacción inmunológica en el ojo. Se
han encontrado casos en los que se han presentado aborto a las 3 – 4 semanas
postinfección e infertilidad por la transmisión trasplacentaria (Davis y col, 1972; Greene,
2000).

La mayoría de las infecciones leptospirales en los perros son crónicas o subclínicas, por
lo que se debe realizar una evaluación serológica y microbiológica de Leptospirosis en
perros que presenten fiebre de origen desconocido o uveítis anterior no explicable.
(Greene, 2000).
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Las alteraciones hemáticas en casos típicos de Leptospirosis incluyen leucocitosis y
trombocitopenia; en la fase de leptospiremia hay leucopenia que finalmente se convierte
en una leucocitosis con desviación a la izquierda. Hay un marcado aumento de la
sedimentación eritrocítica relacionado con hiperfibrinogenemia e hiperglobulinemia
(Espinosa, 1999; Greene, 2000; Ettinger y Feldman, 2002).

Las concentraciones de nitrógeno uréico (BUN) y Creatinina se incrementan en perros
con falla renal. En los casos en que se presente un daño hepático, se van a encontrar
elevados los niveles en sangre de las enzimas hepáticas como ALAT y ASAT (Espinosa,
1999).

En la mayoría de los casos se presenta hiponatremia, hipocloremia, hipopotasemia e
hiperfosfatemia; pero en casos de insuficiencia renal terminal se encuentra es una
hiperpotasemia y una hiperglicemia. En animales gravemente afectados el bicarbonato
sérico y el pH sanguíneo se encuentran reducidos, lo que refleja un estado de acidosis
metabólica (Greene, 2000).

1.2.5. Diagnóstico:

1.2.5.1. Técnicas de detección de anticuerpos contra Leptospira spp.:

Estas técnicas se basan en métodos serológicos, los cuales brindan un diagnóstico en
corto tiempo y son capaces de detectar anticuerpos antileptospirales (que pueden ser de
la clase IgM e IgG). Son las pruebas de laboratorio más utilizadas en el diagnóstico de la
Leptospirosis. El gran problema que presentan son los niveles de anticuerpos, pues
pueden alcanzar niveles tan bajos en animales con infección crónica que no siempre se
detectan.

Para el diagnóstico serológico, las técnicas que existen son: prueba de aglutinación
microscópica (MAT), prueba de microaglutinación microscópica con antígeno muerto
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(MSAT), aglutinación macroscópica, prueba hemolítica, fijación de complemento y ensayo
inmuno-enzimático (ELISA).

1.2.5.1.1. Prueba de Aglutinación Microscópica (MAT):
El diagnóstico definitivo se hace por medio de la prueba Test de Aglutinación
Microscópica (MAT), en la cual se detectan anticuerpos contra varios serovares de
Leptospira spp.; es la prueba más utilizada cotidianamente (Davis y col, 1972; Ettinger y
Feldman, 2002; Carr et al, 2003; Sandow y Ramírez, 2005).
Se emplea para detectar anticuerpos en sueros de animales sospechosos o enfermos,
donde el suero del paciente reacciona con antígenos vivos de Leptospira spp. El MAT fue
ideado por Martin et al. en 1917, y en 1918 Martin y Pettit lograron describir el fenómeno
de aglutinación y "lisis" con suero.

Antiguamente, era conocida como la prueba de aglutinación lisis por la formación de las
bolas o lisis de glóbulos de despojos o ruina celular en la presencia de altos títulos de
antisuero, pero Borg-Peterson, Wolff et al. (1954) demostraron que no se producía una
lisis sino una aglutinación.

Hoy en día hay reportes de una sensibilidad y especificad de MAT hasta 92% y 95%,
respectivamente, con un valor predictivo positivo de 95% y negativo 100%.

Es necesario determinar el punto de corte, que quiere decir el título por debajo del cual se
considera que la aglutinación se da por reacciones inespecíficas. El punto de corte más
recomendado es el título 1:100 en bovinos y porcinos; para los caninos, felinos, ovinos,
suinos y equinos se considera positivo un resultado superior a 1:50. Pero el 1:100 en
bovinos no siempre resulta adecuado, principalmente en infecciones por serovar adaptado
como el sv hardjo.

Al igual que otras pruebas serológicas, para diagnosticar una infección individual, se
requiere estudiar dos muestras pareadas de 7-14 días de intervalo entre la primera y la
segunda; si se observa que ha habido seroconversión, se considera de valor diagnóstico
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un cambio en el título de al menos cuatro veces el título inicial. Si con la primera muestra
presenta títulos mayores a 1:800 y hay compatibilidad clínica y de laboratorio se considera
positivo a Leptospirosis sin necesidad de repetir el examen (Ross et al, 2000).

A pesar de ser la prueba más recomendada y extendida, presenta una serie de
desventajas: no distingue anticuerpos vacunales de los de infección, resulta difícil su
estandarización ya que su valoración es subjetiva, requiere el mantenimiento de cultivos
de Leptospiras y no siempre detecta a los animales infectados, en especial cuando el
serovar implicado es el sv hardjo, que presenta como características ser poco antigénico.
Los títulos vacunales generalmente van desde 1:100 a 1:400 con una persistencia de 1 a
2 meses, pero pueden presentarse casos con títulos vacunales hasta 1:3200 con una
permanencia hasta de 6 meses (Ross y col, 2000).

Los resultados serológicos positivos no indican que el animal este padeciendo la
enfermedad, en algunos casos los anticuerpos son retenidos en el organismo durante
varios meses o años después de la infección. La demostración de una elevación marcada
de anticuerpos es evidencia de infección reciente cuando se hallan signos clínicos
compatibles con la enfermedad (Davis y col, 1972; Ross y col, 2000).

1.2.5.1.2. Prueba de Aglutinación Microscópica con Antígeno Muerto (MSAT):
Esta prueba utiliza Leptospiras formoladas y centrifugadas, resuspendidas a una cierta
densidad estándar, con un "pool" de antígenos de varios serogrupos. La aglutinación que
se produce es semicuantitativa y puede leerse a simple vista. Esta reacción es menos
especifica que MAT, se obtiene un menor nivel de títulos, hay mayor reacción cruzada, es
especie específica y al igual que MAT, no diferencia reacción entre anticuerpos de la
infección reciente y tardía, pero tiene una mejor detección temprana de la enfermedad
que MAT.

1.2.5.1.3. Fijación del Complemento (FC):
Es una prueba género-específica que emplea antígenos de Leptospira biflexa. Es útil para
grandes cantidades de sueros ya que puede semi-automatizarse. Es una herramienta
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epidemiológica para diagnóstico rápido, menos laboriosa que el MAT. Las desventajas
son las sustancias anticomplementarias del suero, la corta vida e inestabilidad del
antígeno, además no permite la diferenciación de serovares y no detecta niveles bajos de
anticuerpos (Sandow y Ramírez, 2005).

1.2.5.1.4. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent assay):
Las deficiencias que tiene la prueba MAT han obligado a los científicos a emplear esta
técnica. Ella es capaz de detectar la IgM durante la primera semana de la enfermedad y la
detección tardía de IgG que permite diferenciar infecciones recientes de pasadas. La
detección de anticuerpos específicos IgM con una sola muestra es confirmatoria de una
infección reciente por leptospiras.
Se considera más sensible que MAT y tiene pocas reacciones cruzadas, pero tampoco
diferencia los anticuerpos vacunales de las infecciones. A pesar de que es una prueba
muy eficaz, aun no está considerada como prueba oficial. En perros vacunados la prueba
de ELISA va a mostrar altos títulos de IgG y bajos títulos o negativos de la IgM (Greene,
2000).

1.2.5.1.5. Aglutinación macroscópica:
Se desarrolló para evitar los problemas derivados del mantenimiento de cepas vivas de
leptospiras en el laboratorio. Poco autores la recomiendan debido a su falta de
sensibilidad y porque no es capaz de determinar el serovar.

1.2.5.1.6. Aglutinación en microcápsula:
Es una técnica que se presentó como posible opción a las utilizadas habitualmente. En
ella, se utiliza antígeno leptospiral transportado en microcápsulas de un polímero sintético.
Los autores la consideran como una prueba muy específica y sensible. En una evaluación
internacional fue más sensible que MAT o ELISA-IgM en la fase aguda de la enfermedad.
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1.2.5.1.7. Hemoaglutinación indirecta (HA):
Es una prueba serológica género-específica de alta sensibilidad y solamente detecta las
IgM. Utiliza eritrocitos de ovejas o del grupo sanguíneo O humano. A pesar de que
siempre se ha considerado de utilidad, no ha llegado a desplazar al MAT.

1.2.5.2.Técnicas de detección de antígenos de Leptospira spp.:

La demostración de la presencia de Leptospiras o sus componentes en la sangre, tejidos
y/o fluidos orgánicos de animales con signos clínicos es de gran valor diagnóstico. Dentro
de estas técnicas se encuentran:

1.2.5.2.1. Observación en microscopio de campo oscuro:
El diagnóstico de la Leptospirosis por visualización en la orina es posible, ya que por
medio del microscopio de campo oscuro se pueden observar las espiroquetas con su
movimiento característico.
El diagnóstico de esta enfermedad por medio de esta prueba puede dar errores (falsos
negativos) ya que a veces pueden haber tan pocas leptospiras en orina que no se pueden
observar; o puede dar falsos positivos al confundir las espiroquetas con cuerpos llamados
“pseudoespiroquetas” ya que tienen un gran parecido con las leptospiras (Gómez y
Orjuela, 1997). Además precisa que haya un gran número de microorganismos en las
muestras (Sandow y Ramírez, 2005).

Si se logran visualizar las leptospiras en orina, se debe confirmar el diagnóstico con
serología y aislamiento, ya que el campo oscuro es solo un método auxiliar para el
diagnóstico de la Leptospirosis.

Para realizar esta prueba se debe obtener orina, preferiblemente por cistocentésis, que
deberá ser llevada al laboratorio lo antes posible ya que lo que importa es poder ver el
movimiento de las espiroquetas en la orina.
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1.2.5.2.2. Aislamiento:
Para muchos autores, es la técnica más sensible para el diagnóstico de leptospiras,
además es la que confirma la presencia del microorganismo, tanto en casos agudos como
crónicos, a pesar de que requiere mucho tiempo y de laboratorios especializados. Los
cultivos se pueden hacer a partir de muestras de fluidos corporales (sangre, orina, fluido
cerebro espinal) y tejidos.

La inoculación en animales de experimentación puede considerarse una forma especial
del aislamiento y está considerada como la técnica más sensible por algunos científicos.

Las leptospiras crecen en medios de cultivo líquidos a 25 – 30 º C. Los medios deben ser
conservados previamente lejos del calor y la luz; la refrigeración del medio previo a la
inoculación es ideal mas no esencial.

1.2.5.2.3. Dot - ELISA:
La prueba Dot Enzyme – linked immunosorbent assay (Dot-ELISA), como todo ensayo
inmunoenzimático, recurre al empleo de inmunógenos, haptenos ó anticuerpos marcados
con una enzima, para revelar el reactivo complementario a nivel de distintos fluidos
biológicos. De un modo general se procede a la fijación de uno de los componentes de la
reacción inmunológica (antígeno Ag o anticuerpo Ac) a un soporte sólido, poniendo luego
ese sistema en contacto con una fase fluida que contiene el reactivo complementario. El
complejo inmunológico formado es enfrentado luego a las moléculas capaces de
reconocer a su componente más superficial, marcadas con una enzima (Peroxidasa de
rábano); agregándose posteriormente un sustrato cromogénico de la enzima marcadora.
La existencia de una reacción inmunológica se demuestra con la aparición de una
mancha (“dot”) color café rojizo en el soporte sólido, por esto la prueba es cualitativa,
pues indica la ausencia ó presencia de un antígeno o anticuerpo determinando, mas no
cuantitativa como la mayoría de los ELISA que utilizan espectrofotometría para leer la
reacción colorimétrica (Laboratorios Géminis, 2006; Winipedia, 2006).
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El Dot - ELISA es un ELISA indirecto mezclado con Inmunoblot pues emplea un
anticuerpo primario anti-antígeno, que se une al antígeno fijado en el soporte sólido, y un
anticuerpo secundario anti-primario marcado, que se une al anticuerpo primario y al final
da la reacción colorimétrica posible de leer visualmente. Este método de doble anticuerpo
permite la amplificación de la señal al poderse unir uno o más anticuerpos secundarios a
cada anticuerpo primario (Coligan et al, 2005; Reina, 2006; Winipedia, 2006).

En los últimos 20 años se han hecho diferentes estudios buscando comparar la
efectividad, en cuanto a sensibilidad y especificidad, del Dot - ELISA frente a otras
técnicas diagnosticas para diferentes enfermedades como Toxoplasmosis, Leishmaniasis,
enfermedad de Newcastle, Leptospirosis, entre otras, obteniendo resultados favorables
para la técnica (Pappas et al, 1983; Watt et al, 1988; Roy et al, 1999). Para el diagnóstico
de la Leptospirosis, se ha comparado el Dot - ELISA pero detectando anticuerpos en
suero, con la técnica de elección, la prueba MAT; y se han obtenido resultados de 91.2 %
de sensibilidad y 81.3 % de especificidad del Dot - ELISA frente al MAT (Pappas et al,
1985).

1.2.5.2.4. Tinción Argéntica:
Dentro de este grupo se pueden considerar diferentes técnicas, como: la técnica de
Warthing-Starry y sus modificaciones y la técnica de Steiner y Steiner. Se utiliza para la
demostración de Leptospiras en los órganos de animales presumiblemente muertos por
leptospirosis. La presencia de leptospiras en fetos abortados y mortinatos son indicadores
claros de que es una infección activa en el feto y crónica en la madre, considerada de
valor diagnóstico.

1.2.5.2.5. Técnicas de Tinción Inmunohistoquímica:
Tienen baja sensibilidad, por lo que son poco adecuadas para el diagnóstico de
portadores crónicos, pues depende del número de microorganismos que haya en la
muestra.
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1.2.5.2.6. Técnicas de detección y estudio de ácidos nucleicos:
Son pruebas relativamente modernas que aun precisan más estudios sobre su efectividad
y utilidad. Comprende: marcado con sondas de ADN, hibridación de ARN, marcado con
Radio y PCR, con mayor efectividad en la orina.

1.2.6. Terapéutica:

El tratamiento para los perros a los que se les diagnostica Leptospirosis depende de la
magnitud del cuadro y del grado de disfunción hepática y renal (Stornelli A. et al, 1999).

Principalmente se basa en la antibioticoterapia con penicilina G (40000 UI / Kg IM o SC, 1
o 2 veces al día por 2 semanas), la dosis debe ser reducida en pacientes con Azotemia.
También se puede con ampicilina o amoxicilina (22 mg / Kg oral, IM o IV, 1 o 2 veces al
día por 2 semanas), estos antibióticos eliminan la leptospiremia pero no la infección renal.
El uso de doxiciclina (5 mg/Kg oral por dos semanas) elimina la infección renal y la
leptospiremia (Tabla 3).

Se debe utilizar tratamiento de soporte como la fluidoterapia, diuréticos para pacientes
con oliguria, puede ser por medio de diuresis osmótica con glucosa al 10% 2,5 ml /lb, o
con diuréticos tubulares como la furosemida, si con los diuréticos el flujo de orina no
aumenta se debe iniciar terapia con dopamina (10µg/Kg/min) o dobutamina en infusión IV.
Pacientes con oliguria o anuria tienen un pronóstico de reservado a malo, puede ser
mortal (Carr et al, 2003; Sessionsb et al, 2004).

En los casos que se presente trombocitopenia severa y coagulación intravascular
diseminada se debe realizar transfusiones con sangre fresca y bajas dosis de heparina.
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Tabla 3. Antibióticos recomendados para el tratamiento de la Leptospirosis.

FÁRMACO

Penicilina G

DOSIS

VÍA

INTERVALO

DURACIÒN

(horas)

(semanas)

25000-40000
U/kg

IM, SC, IV

12

2

Ampicilina

22 mg/kg

PO, SC, IV

6-8

2

Amoxicilina

22 mg/kg

PO

8-12

2

Doxiciclina

5 mg/kg

PO, IV

12

2

Tetraciclina

22 mg/kg

PO

8

2

Eritromicina

15-20 mg/kg

PO, IV

8-12

2

Fuente: GREENE, 2000.

1.2.7. Prevención:

La prevención de la Leptospirosis busca eliminar el estado de portador sano,
desafortunadamente es muy difícil controlar a animales salvajes que actúan como
reservorios o a animales domésticos con enfermedad subclínica que continúan eliminando
el microorganismo por tiempo indefinido (Stornelli A. et al,1999). Esto hace que el control
de los roedores, el mantener condiciones ambientales dañinas para la bacteria y el
aislamiento de animales infectados tomen gran importancia a la hora de la prevención.
Existen vacunas hechas a partir de bacterinas inactivadas bivalentes que contienen los sv
canicola e icterohaemorrhagiae; estas vacunas son efectivas para reducir la prevalencia e
intensidad de la Leptospirosis canina, pero no impiden el estado portador ni protegen
contra la infección con otros serovares (Davis y col, 1972; Greene, 2000; Ettinger y
Feldman, 2002; Carr et al, 2003).
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2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. MARCO GEOGRÁFICO:

El trabajo se realizó en la ciudad de Bogotá D.C. la cual tiene una altura entre los 2600 a
2800 msnm. y una temperatura promedio de 14ºC. La recolección de las muestras se hizo
en clínicas veterinarias ubicadas en las localidades de Usaquén, Teusaquillo y Suba. La
parte de laboratorio se desarrollo en el laboratorio de microbiología de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad de La Salle sede La Floresta.

2.2. MARCO DEMOGRÁFICO:

Para el trabajo se recolectaron muestras de suero sanguíneo y de orina de 30 caninos, de
diferentes razas, sexo y edades, que manifestaron signos de insuficiencia renal aguda o
crónica como: pérdida de peso, poliuria, polidípsia, vómito, diarrea, anorexia, entre otros;
y que fueron confirmados por la medición serológica de niveles de Creatinina y BUN como
pacientes con disfunción renal.

2.3. OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS:

De cada paciente se obtuvieron muestras de suero y orina. El suero se obtuvo por
venopunción de la vena yugular o de la vena cefálica, se depositó en tubos viales de 5 ml,
los cuales se mantuvieron congelados a –25ºC hasta la realización de la prueba de MAT
(Myers, 1988).

La muestra de orina se obtuvo por cistocentésis o por sondaje urinario. La cantidad de
orina a recolectar fue de 5 ml, los cuales eran repartidos en 3 fracciones: la primera,
correspondiente a 2-3 gotas, para el intento de aislamiento de Leptospira spp. en medio
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semisólido EMJH® (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris), Laboratorios Difco™ ; la
segunda, correspondiente a 2 ml, se diluyó en 2 ml de solución salina amortiguadora de
fosfatos (SSAF) pH 7.6, 0.01M (Anexo 1A) para el diagnóstico de Leptospira por la técnica
de campo oscuro; y la tercera, otros 2 ml, igualmente diluida en 2 ml de SSAF para la
técnica de Dot - ELISA en orina.

2.4. PRUEBA DE AGLUTINACIÓN MICROSCÓPICA (MAT):

2.4.1. Cepario:

La prueba de MAT se realizó en el laboratorio de microbiología de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad de La Salle con un cepario original donado por el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA), conformado por seis serovares de Leptospira
interrrogans: sv canicola, sv icterohaemorrhagiae, sv pomona, sv bratislava, sv hardjo y sv
grippotyphosa; los cuales se mantenían a 28ºC en medio líquido EMJH® y a temperatura
ambiente en medio semisólido EMJH® (Anexo 1B), en tubos fondo en U tapa rosca para
cultivo bacteriológico (ver Figura 2).

Figura 2. Cepario de Leptospira spp. para la prueba MAT.

Fuente. Autor.
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2.4.2. Mantenimiento de los antígenos:

Para el mantenimiento de los antígenos de la prueba MAT, las cepas de Leptospira
interrogans fueron examinadas y replicadas semanal o quincenalmente, según necesidad,
ya que los antígenos debían estar libres de pequeñas aglutinaciones y tener entre 100 a
200 microorganismos por campo (10 X) para poder ser utilizados (Myers, 1988; Hurtado,
1999).

El manejo de los cultivos se realizó en la cabina de flujo laminar vertical (ver Figura 3)
para evitar su contaminación. De cada cultivo se tomaba una gota por medio de pipetas
pasteur estériles, esta se colocaba en una lámina portaobjetos y se observaba en el
microscopio de campo oscuro (10 X) para determinar el estado de las leptospiras en
crecimiento. Si el cultivo era óptimo, se procedía a replicarlo en medio líquido EMJH®
previamente atemperado a 37ºC en baño maría. Posteriormente, los tubos eran incubados
a 28ºC por 5 días aproximadamente, luego de este tiempo se examinaban, si el
crecimiento era satisfactorio, los tubos pasaban a temperatura ambiente (para evitar
formación de aglutinaciones por exceso de crecimiento) hasta que fueran utilizados, este
procedimiento se realizaba cada 7-15 días para mantener en perfecto estado el cepario.

Figura 3. Cabina de flujo laminar vertical para manejo del cepario.

Fuente. Autor.
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2.4.3. Técnica:

La técnica de MAT utilizada fue la descrita por Myers en 1988, modificada de la siguiente
forma:

-

Hacer una dilución 1:50 del suero con SSAF: Depositar en un tubo de ensayo 490 µl
de SSAF y 10µl del suero, mezclar muy bien. A esta dilución se le da el nombre de
“solución madre”.

-

Posteriormente tomar una caja de microtécnica de 96 pozuelos fondo en U (Figura 4),
marcar 6 pozuelos (pozuelos A) correspondientes a los 6 serovares de Leptospira
interrogans, depositar 50 µl de cada antígeno en cada pozuelo, luego adicionar a cada
pozuelo 50 µl de la solución madre (Figura 5).

-

Por cada serovar se debe hacer un pozuelo como control negativo (pozuelos B):
depositar 50 µl de SSAF y 50 µl del antígeno respectivo en cada pozuelo control.

Ver Figura 6: Distribución de los pozuelos en la caja de microtécnica para MAT.

-

Tapar la caja de microtécnica y llevar a incubación durante 1 hora a 37ºC en cámara
húmeda.
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Figura 4. Caja de microtécnica de 96 pozuelos para MAT.

Fuente. Autor.

Figura 5. Depositando soluciones en caja de microtécnica para MAT.

Fuente. Autor.
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Figura 6. Distribución de pozuelos en caja de microtécnica para MAT.
CAJA DE MICROTÉCNICA

C

I

P

G

H

B

A
B

C: sv canicola, I: sv icterohaemorrhagiae, P: sv pomona, G: sv grippotyphosa, H: sv hardjo y B: sv
bratislava.

Pozuelos A: 50 µl antígeno respectivo + 50 µl solución madre.
Pozuelos B: 50 µl antígeno respectivo + 50 µl SSAF (control negativo).

Fuente: Autor.

-

Pasado el tiempo de incubación, sacar la caja de microtécnica de la incubadora y leer
con microscopio de campo oscuro a 10 X de la siguiente manera: utilizando
micropipetas graduadas, primero, tomar una gota de cada pozuelo control negativo
(pozuelos B), colocarla sobre una lámina portaobjetos y leer. La lectura de los
controles negativos debe estar libre de aglutinaciones (Figura 7A). Segundo, se
procede a realizar la lectura de los pozuelos A.

-

Interpretación de la lectura:

•

Negativo: No presenta aglutinación y es igual al control.
41

•

Positivo a dilución 1:50: Presenta aglutinación en menos del 50% del campo (Figura
7B).

•

Positivo para titular: Presenta aglutinación en mas del 50% del campo (Figura 7C).

Figura 7. Leptospiras en campo oscuro. A: Campo libre de aglutinaciones. B:
Aglutinaciones en menos del 50% del campo. C: Aglutinaciones en mas del 50% del
campo.

A

C

B

Fuente. Autor.

2.4.4. TITULACIÓN DE SUEROS:

La titulación de sueros se realizó a los sueros que presentaron aglutinación en mas del
50% del campo en dilución 1:50 a alguno de los 6 antígenos. Se basó en la técnica de
Myers descrita en 1988, modificada de la siguiente forma:
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-

Hacer diluciones seriadas del suero a partir de la solución madre (dilución 1:50). Para
esto se debe tomar una caja de microtécnica de 96 pozuelos y en los 8 primeros
pozuelos (pozuelos C) de la fila 1 depositar 50 µl de SSAF.

-

Posteriormente tomar 50 µl de la solución madre y depositarlos en el pozuelo #1,
homogenizar con una micropipeta graduada, obteniendo una dilución del suero 1:100.

-

Luego tomar 50 µl de la dilución 1:100 y depositarlos en el pozuelo #2 obteniendo una
dilución 1:200; hacer esto hasta llegar al pozuelo #8 con una dilución 1:12800.

-

A continuación agregar a los 8 pozuelos 50 µl del antígeno a titular.

-

Por cada antígeno a titular se debe hacer un control negativo, el cual se ubica en el
pozuelo #9 (pozuelo D) en el cual se debe agregar 50 µl de SSAF y 50 µl del antígeno
respectivo. Esto se debe realizar igual para cada antígeno a titular.

Ver Figura 8: Distribución de los pozuelos para titulación de sueros.

-

Tapar la caja de microtécnica y llevar a incubación por una hora a 37ºC en cámara
húmeda.

-

Posterior a la incubación retirar la caja de la incubadora y leer. El título se da como la
reciproca de la dilución más alta donde presento aglutinación de al menos el 50% de
las células (Myers, 1988).
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Figura 8. Distribución de pozuelos para Titulación de sueros.
CAJA DE MICROTÉCNICA
1:100

1:200

1:400

1:800

1:1600 1:3200

1:6400 1:128000

P
G

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

#8

#9

I
C
H
B

P: sv pomona, G: sv grippotyphosa, I: sv icterohaemorrhagiae, C: sv canicola, H: sv hardjo y B: sv
bratislava.

Pozuelos C: Diluciones seriadas + 50 µl antígeno a titular.
Pozuelo D: 50 µl PBS + 50 µl antígeno respectivo (control negativo).

Fuente. Autor.

2.5. DIAGNÓSTICO DE LEPTOSPIRA POR CAMPO OSCURO:

Para realizar el diagnóstico de Leptospira spp. por campo oscuro se tomaron 2 ml de la
muestra de orina y se diluyeron en 2 ml de SSAF. Ya en el laboratorio se proceso la
muestra de la siguiente forma:

-

Depositar la muestra en un tubo de ensayo previamente esterilizado, centrifugar a 500
r.p.m. durante 5 minutos (Centrifuga Hermle Z 300 – Laboratorios Labortechnik®).
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-

Tomar una gota del sobrenadante y colocarla sobre una lámina portaobjetos, encima
colocar una laminilla cubreobjetos y leer en el microscopio de campo oscuro a 40 X
(Figura 9).

-

Eliminar el sobrenadante, tomar una gota del precipitado y leer nuevamente.

-

La muestra se considera positiva cuando se observan estructuras con la morfología y
el movimiento típicos de las leptospiras en el campo.

Figura 9. Microscopio de campo oscuro para el diagnóstico de Leptospira spp. en
orina.

Fuente. Autor.

2.6. INTENTO DE AISLAMIENTO DE LEPTOSPIRA A PARTIR DE ORINA:

Para realizar el intento de aislamiento de Leptospira spp. a partir de orina, directamente
en la clínica se acondicionó un ambiente estéril creado por un mechero de alcohol; bajo el
se procedió de la siguiente manera, basándose en la técnica descrita por Myers en 1988 y
por Davies en 1989:
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-

Dentro del campo estéril, creado con el mechero, conectar la jeringa con la cual se
obtuvo la muestra de orina a un filtro millipore estéril de 0,45 µm - Laboratorios
Millex®-HA. (Figura 10 y 11).

-

Destapar el tubo que contiene el medio de cultivo semisólido EMJH®, y depositar 2 a 3
gotas de la orina a través del filtro (Figura 12).

-

Llevar el cultivo a incubación por 30 días a 28ºC. Durante esas 4 semanas se hace
pasaje ciego semanal a otro tubo con medio semisólido EMJH® (Davies, 1989).

-

Revisar semanalmente, en el microscopio de campo oscuro, los cultivos para ver sí
hay crecimiento.

-

Se considera positivo aquel medio que presente crecimiento de microorganismos cuya
morfología y movimiento sea compatible con los de la Leptospira spp.

-

Los cultivos donde no crezca nada compatible con Leptospira spp. se descartan al
termino de los 30 días.

Figura 10. Filtro millipore 0,45 µm para el intento de aislamiento de Leptospira spp.
a partir de orina.

Fuente. Autor.
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Figura 11. Acoplamiento de la jeringa con el filtro millipore 0.45 µm para el intento
de aislamiento de Leptospira spp. a partir de orina.

Fuente. Autor.

Figura 12. Cultivando la orina filtrada en el tubo con medio de cultivo EMJH®.

Fuente. Autor.
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2.7. PRUEBA DOT - ELISA EN ORINA:

2.7.1. Elaboración de sueros hiperinmunes para Leptospira spp.:

2.7.1.1. Manejo y cuidado de los animales de laboratorio:

Para la obtención de los sueros hiperinmunes se trabajó con 4 conejos hembras de la
raza Nueva Zelanda, de 4 meses de edad y 1 Kg de peso, los cuales fueron adquiridos en
el Centro de Investigaciones Tibaitatá, CORPOICA. Estos animales se mantuvieron en
jaulas ubicadas en el bioterio de la Universidad de La Salle, sede La Floresta; con agua y
comida a voluntad, junto con una inspección diaria de su estado de salud (Figura 13). Los
conejos tuvieron un período de acostumbramiento de 2 semanas.

Figura 13. Conejos Nueva Zelanda ubicados en el bioterio.

Fuente. Autor.

2.7.1.2. Inmunización de los conejos:

Los serovares que se inocularon fueron Leptospira interrrogans sv canicola, sv
icterohaemorrhagiae, sv pomona y sv grippotyphosa (Tabla 4). Como inóculo se utilizaron
cultivos de Leptospira spp. de 7 días en medio liquido EMJH®, mantenidos en incubación
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a 28ºC (Gitton et al, 1992), que estuvieran libres de aglutinaciones, no estuvieran
contaminados y con mínimo 100 a 200 microorganismos por campo (10 X). Estos inóculos
fueron cargados en jeringas de insulina estériles (Figura 14 y 15).

Tabla 4. Identificación de los conejos y los serovares inoculados.

# DE IDENTIFICACIÓN

SEROVAR

DEL CONEJO

INOCULADO

02

sv grippotyphosa

04

sv icterohaemorrhagiae

08

sv pomona

10

sv canicola

Fuente. Autor.

Figura 14. Cargando las jeringas con los inóculos para la inmunización de los
conejos para la obtención de sueros hiperinmunes.

Fuente. Autor.
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Figura 15. Inóculos cargados para la inmunización de los conejos para la obtención
de sueros hiperinmunes.

Fuente. Autor.

La inoculación se hizo vía intravenosa en la vena auricular externa (Figura 16), previa
limpieza con agua destilada. Para evitar que los conejos se lastimaran durante la
manipulación se introdujeron en una caja de sujeción (Figura 17).

Figura 16. Exposición de la vena auricular externa para la inoculación intravenosa
de los conejos.

Fuente. Autor.
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Figura 17. Caja de sujeción para la realización de la inoculación.

Fuente. Autor.

Posterior a la inoculación se observaba al conejo por 30 minutos por si llegaba a
presentar una reacción anafiláctica como consecuencia del inóculo.

El calendario de las inoculaciones se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Calendario de inmunizaciones.

DÍA 1

DÍA 8

DÍA 15

DÍA 22

1ra

2da

3ra

4ta

INMUNIZACIÓN

INMUNIZACIÓN

INMUNIZACIÓN

INMUNIZACIÓN

0.24 ml de cada

0.6 ml de cada

1.2 ml de cada

2.4 ml de cada

serovar

serovar

serovar

serovar

Fuente. Autor.
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Los días 15, 22 y 29 se realizó MAT a los 4 conejos para ver que títulos presentaban. El
sacrificio se hizo cuando los conejos presentaron títulos de 1:12800.

2.7.1.3. Obtención de los sueros hiperinmunes:

Los conejos se sacrificaron, los días 36 y 37, por sangría en blanco bajo un protocolo
aprobado por el Comité de Ética de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
de La Salle. Este procedimiento se hizo bajo anestesia general con el siguiente protocolo
(Harcourt – Brown, 2002):

Premedicación:
•

Atropina: 0.05 mg/Kg IM.

•

Xilacina: 5 mg/Kg IM.

Anestesia:
•

Ketamina: 35 mg/Kg IM.

La sangría se realizó por punción cardiaca, un centímetro por arriba de la unión
costocondral a nivel del 3er espacio intercostal, utilizando una jeringa de 20 ml con aguja
calibre 20 por 1,5 pulgadas (ver Figura 18).

Una vez obtenida la sangre de los 4 conejos, se centrifugó para la obtención de los
sueros, los cuales fueron fraccionados en alícuotas de 1,5 ml y congelados a – 10ºC.
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Figura 18. Sangría en blanco de los conejos para la obtención de sueros
hiperinmunes.

Fuente. Autor.

2.7.2. Estandarización de la prueba Dot - ELISA en orina:

La estandarización de la prueba Dot - ELISA se hizo basado en el protocolo descrito por
Díaz en 1995.
•

PASO 1: Antígenos.

-

Recortar un rectángulo de 10 x 8 cm de papel de Nitrocelulosa de 0.45 µm
(Laboratorios Sigma®), marcar los pozuelos de una caja de microtécnica, deben
quedar marcados 11 x 8 círculos, para un total de 88. Trabajar sobre la cara del papel
que tiene los círculos en relieve.

-

Luego dividir el papel en 4 cuadrantes (uno por cada serovar) cada uno de 5 x 4
círculos, y queda una columna, de 1 x 8 círculos, en la cual se ubican los controles
(solo se usan 3 círculos).
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-

Agregar 2 µl, en cada círculo, del cultivo de Leptospira interrogans sv canicola en el
cuadrante correspondiente, hacer lo mismo en los otros cuadrantes correspondientes
a los sv pomona, sv grippotyphosa y sv icterohaemorrhagiae.

-

En los 3 círculos determinados como controles colocar, en uno 2 µl de suero normal
de conejo (SNC) como control positivo, en otro 2 µl SSAF y en el otro 2 µl de suero
normal de bovino (SNB) como controles negativos.

-

Dejar secar durante 15 minutos.

-

Ver Figura 19: Distribución de círculos en el papel de nitrocelulosa para la
estandarización de la prueba Dot - ELISA.

Figura 19. Distribución de círculos en el papel de nitrocelulosa para estandarización
de la prueba Dot - ELISA.
PAPEL DE NITROCELULOSA

sv canicola

sv pomona
SNC
SNB

Controles.

SSAF
sv icterohaem. sv grippotyph.

2 µl de Antígeno.

Fuente. Autor.
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•

PASO 2: Bloqueo de peroxidasas endógenas y sitios inespecíficos.

-

Tomar el papel y sumergirlo en una solución bloqueadora basada en leche
descremada al 1% durante 30 minutos a 37ºC.

-

La solución bloqueadora se hizo de la siguiente forma: se disolvió 1 gr. de leche
descremada en 100 ml de SSAF.

-

Posteriormente, lavar el papel 3-4 veces con SSAF durante 5 minutos.

•

PASO 3: Titulación de los sueros hiperinmunes.

-

Hacer diluciones seriadas de los 4 sueros hiperinmunes con SSAF desde 1:1600
hasta 1:25600.

-

En una caja de microtécnica marcar el mismo esquema del papel de nitrocelulosa pero
al contrario, como si fuera un espejo.

-

En el cuadrante del sv canicola, en la primera columna depositar en los 4 pozuelos
100 µl de la dilución 1:1600 del suero hiperinmune anti-canicola, en la segunda
columna depositar 100 µl de la dilución 1:3200, en la tercera columna depositar 100 µl
de la dilución 1:6400, en la cuarta columna depositar 100 µl de la dilución 1:12800 y
en la quinta columna depositar 100 µl de la dilución 1:25600 como se indica en la
Figura 20.

-

Hacer el mismo procedimiento con los cuadrantes de los otros 3 serovares.

-

En los 3 pozuelos de los controles depositar 100 µl de SSAF.
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Figura 20. Distribución de pozuelos para la titulación de sueros en la
estandarización de la prueba Dot - ELISA.
CAJA DE MICROTÉCNICA

Controles

sv canicola

sv pomona

1:1600 1:3200

1:6400 1:12800

1:25600

sv icterohaem.

sv grippotyph.

Pozuelos controles: 100 µl de SSAF.
Diluciones de los sueros hiperinmunes.

Fuente. Autor.

-

Enfrentar el papel de nitrocelulosa con la caja de microtécnica. Colocar un cartón
sobre el papel y otra caja de microtécnica sobre el cartón. Envolver todo con plástico y
amarrar con cauchos, esto recibe el nombre de “Sanduche” (Figura 21).

-

Voltear el Sanduche y llevar a incubación a 37ºC durante 30 minutos en cámara
húmeda.

-

Después de la incubación, voltear de nuevo el Sanduche, sacar el papel y lavarlo 3-4
veces con SSAF durante 5 minutos.
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Figura 21. Sanduche para la titulación de sueros en la estandarización de la prueba
Dot - ELISA.

Fuente. Autor.

•

PASO 4: Titulación de la Peroxidasa:

-

En otra caja de microtécnica marcar de nuevo los mismos cuadrantes que en la
anterior caja para agregar diluciones de la Proteína G marcada con Peroxidasa de
Rábano® (Laboratorios Sigma®), protegidas de la luz.

-

Hacer diluciones seriadas de la Peroxidasa con SSAF desde 1:500 hasta 1:4000.

-

Posteriormente, a la primera fila de pozuelos de cada cuadrante, de cada serovar,
agregar 50 µl de la dilución 1:500 de la Peroxidasa; a la segunda fila de todos los
cuadrantes agregar 50 µl de la dilución 1:1000, en la tercera depositar 50 µl de la
dilución 1:2000 y en la cuarta fila 50 µl de la dilución 1:4000. En los pozuelos de los
controles agregar 50 µl de la dilución 1:500 de la Peroxidasa (ver Figura 22).
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Figura 22. Distribución de pozuelos para la titulación de la Peroxidasa en la
estandarización de la prueba Dot - ELISA.
CAJA DE MICROTÉCNICA

sv pomona

Controles

sv canicola

1:500
1:1000
1:2000
1:4000

sv icterohaem.

sv grippotyph.

Pozuelos controles: 50 µl de la dilución 1:500 de la Peroxidasa.
Diluciones de la Peroxidasa.

Fuente. Autor.

-

Colocar el papel de nitrocelulosa sobre la caja y hacer un Sanduche. Envolver en
papel aluminio para proteger la Peroxidasa de la luz. Incubar a 37ºC durante 30
minutos en cámara húmeda.

-

Después de la incubación sacar el papel y hacer 3-4 lavados con SSAF durante 5
minutos.
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•

PASO 5: Revelado.

Para preparar 10 ml de la solución reveladora se utilizó:

10 ml de Solución Amortiguadora de Citrato Fosfato pH 5.0 (Anexo 1C).
10 µl de Peróxido de Hidrógeno (H2O2).
3.78 mg de DAB® (di-amino-benzidina). Laboratorios Sigma®.
Todo se mezcló muy bien y se mantuvo refrigerado hasta su uso.

- Sumergir el papel de nitrocelulosa en la solución reveladora durante 5-10 minutos en la
oscuridad. Posteriormente lavar con agua de la llave y dejar secar al sol o bajo luz
artificial.

2.7.3. Técnica:

Para realizar la prueba Dot - ELISA se utilizó la técnica descrita por Myers en 1988 y por
Díaz en 1995, modificada de la siguiente forma:

Se tomaron 2 ml de la muestra de orina y se diluyeron en 2 ml de SSAF. Ya en el
laboratorio se proceso la muestra de la siguiente forma: se deposito en un tubo de ensayo
estéril y se puso a centrifugar a 3500 r.p.m. durante 10 minutos, se descartó el
sobrenadante.
•

PASO 1: Fijación de antígenos.

-

Recortar 4 tiras de papel de nitrocelulosa con unas dimensiones de 1 x 5 círculos
marcados con una caja de microtécnica.

-

Escribir en la esquina superior izquierda de cada tira la inicial de cada serovar (sv
canicola: C, sv pomona: P, sv grippotyphosa: G y sv icterohaemorrhagiae: I).
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-

Como se muestra en la figura 23, la distribución de los círculos es la siguiente: En el
círculo #1 colocar 2 µl de suero hiperinmune contra el serovar correspondiente (control
positivo para la Peroxidasa), en el círculo #2, 2 µl de SSAF (control negativo), en los
círculos #3 y #4 colocar 2 µl del precipitado de la orina centrifugada (Figura 24); y en
el círculo #5 colocar 2 µl del antígeno respectivo (control positivo para los sueros
hiperinmunes). Dejar secar por 15 minutos.

Figura 23. Distribución de los círculos en las tiras de papel de nitrocelulosa para la
fijación de antígenos.

C

I

P

G

C: sv canicola, I: sv icterohaemorrhagiae, P: sv pomona, G: sv grippotyphosa.

#1: 2 µl de suero hiperinmune contra sv canicola.
#2: 2 µl de SSAF.
#3 y #4: 2 µl del precipitado de la orina.
#5: 2 µl del antígeno.

Fuente. Autor.
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Figura 24. Fijación de antígenos para la prueba Dot - ELISA.

Fuente. Autor.

•

PASO 2: Bloqueo de peroxidasas endógenas y sitios inespecíficos.

-

En una caja de petri agregar la solución bloqueadora, que al igual que en la
estandarización de la prueba esta basada en leche descremada al 1%, con la
diferencia que se le agregó 300 µl de H2O2 y 4 ml de Metanol (Anexo 1D) con el fin de
bloquear la peroxidasa producida por otras bacterias y células presentes en la orina.

-

Sumergir las tiras de papel de nitrocelulosa en la solución bloqueadora y llevar a
incubación durante 90 minutos a 37ºC (Figura 25).

-

Después de la incubación lavar las tiras 3-4 veces en SSAF durante 5 minutos.

61

Figura 25. Bloqueo de peroxidasas endógenas y sitios inespecíficos para la prueba
Dot - ELISA.

Fuente. Autor.

•

PASO 3: 1er anticuerpo.

-

Tomar 4 cajas de petri, una por cada serovar de Leptospira spp., depositar en ellas el
suero hiperinmune respectivo en dilución 1:3200.

-

Sumergir las tiras en las cajas correspondientes, llevar a incubación por una hora a
37ºC (Figura 26).

-

Posteriormente, hacer 3-4 lavados de las tiras con SSAF.
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Figura 26. Sumersión de tiras en sueros hiperinmunes para la prueba Dot - ELISA.

Fuente. Autor.

•

PASO 4: 2do anticuerpo.

-

En una caja de petri, en un cuarto oscuro, depositar la Peroxidasa en dilución 1:4000
(tomar 2µl de Peroxidasa y 8000 µl de SSAF) y sumergir las 4 tiras en esta solución.

-

Envolver la caja de petri en papel aluminio y llevar a incubación a 37ºC por una hora.

-

Después de la incubación, dentro del cuarto oscuro, recoger la Peroxidasa y guardarla
refrigerada en un tubo forrado con papel aluminio hasta su nuevo uso. Luego hacer los
lavados de las tiras con SSAF por 5 minutos.

•

PASO 5: Revelado.

-

Después del lavado, sumergir las tiras en la solución reveladora durante 5-10 minutos
en la oscuridad.

-

Posteriormente, lavar con agua de la llave y dejar secar al sol o bajo luz artificial.
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-

Se considera resultado positivo cuando aparece una mancha de color café rojizo en
los círculos #3 y #4 correspondientes a la muestra de orina.

2.8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO:

El análisis estadístico de basó en la unidad experimental o de estudio que fueron los 30
perros; constó de distribución de frecuencias, estadística descriptiva, correlación lineal
simple y prueba de Chi – cuadrado χ2 (Martínez, 1999).
•

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS:

La distribución de frecuencias es un método para organizar y resumir datos. Bajo éste
método los datos que componen una serie se clasifican y se ordenan, indicándose el
número de veces que se repite. Los caracteres de los elementos de una población
pueden ser cualitativos o cuantitativos. Los cualitativos, también llamados atributos, son
todos aquellos que pueden ser descritos con palabras, por ejemplo sexo, cargo que
ocupan. Los cuantitativos denominados variables, son aquellos que se expresan mediante
números, por ejemplo, peso, edad. Las variables pueden ser discretas o continuas. Las
discretas son aquellas que admiten solamente valores enteros, es decir no incluyen
valores intermedios. Y las variables continuas son aquellas que admiten valores
fraccionarios, se pueden establecer intervalos. Las frecuencias absolutas son siempre
valores enteros, la suma de estas es igual a n.

Se le realizó distribución de frecuencias a las variables sexo, MAT en general, MAT por
serovares respecto a los títulos que se presentaron para cada uno, Dot – ELISA en
general y Dot – ELISA por serovares.
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•

ESTADÍSTICA DESCRIPTIVA:

-

LA MEDIA ARITMÉTICA: ⎯χ = ∑ χi / n.

Se define como la suma de todos los valores observados, dividido por el número total de
observaciones. Es la medida de posición mas utilizada, más conocida y sencilla de
calcular. Su desventaja principal es ser muy sensible a los cambios que se haga en
alguno de sus valores, o cuando los valores extremos son demasiado grandes o
pequeños pues pude dar un valor que no sea el representante típico del grupo.

-

LA MEDIANA: Me.

Se define como aquel valor de la variable que supera a no más de la mitad de las
observaciones y al mismo tiempo es superado por no más de la mitad de las
observaciones. La Mediana es el valor central. Si el número de observaciones es impar, la
Mediana es igual al termino central de la variable ordenada de mayor a menor o de menor
a mayor. Si el número de observaciones es par, la Mediana es igual al promedio
aritmético de los dos términos centrales.

LA MEDIA GEOMÉTRICA:

⎧ Ln (Título MAT +1 ⎫
Mo = Anti Ln ⎨
⎬
n
⎩
⎭
La Media Geométrica (Mo) de dos números es la raíz cuadrada de su producto. Esto
puede extenderse a más de dos números. Se utiliza cuando se quiere dar importancia a
valores pequeños de la variable. La media geométrica se utilizó en la prueba MAT.

-

DESVIACIÓN ESTÁNDAR:
S= +√S2.

La desviación Estándar (S) es la raíz cuadrada de la Varianza (S2).
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La estadística descriptiva se le realizó a las variables peso, edad, niveles séricos de
Creatinina, niveles séricos de BUN y al MAT por serovares.
•

CORRELACIÓN LINEAL SIMPLE:

Esta prueba estadística en una correlación espacio – momento entre dos variables, para
determinar si estas dos se comportan igual, y así saber si lo que le pasa a una variable
afecta a la otra y viceversa. Si el valor de la correlación (r) es positivo, esta es directa, es
decir que si una variable aumenta la otra también, y si una disminuye la otra también. Si el
valor de r es negativo, la correlación es indirecta, es decir que si una variable aumenta la
otra disminuye y viceversa.
Si r es igual a 0 hay ausencia total de correlación, si esta entre - 0.29 y 0.29 la correlación
es mala o no hay, si esta entre - 0.3 y - 0.59 o entre 0.3 y 0.59 la correlación es regular, y
si esta entre - 0.6 y - 1 o entre 0.6 y 1 la correlación es buena; entre mas se acerca a - 1 o
a 1 la correlación es mas fuerte.

Se tiene que,

r=

∑x ×x
1

2

−

∑x × x
1

2

n

2
2
⎧⎪
{
{
x1} ⎫⎪ ⎧⎪
x2 } ⎫⎪
2
2
∑
∑
⎨∑ x1 −
⎬ × ⎨∑ x2 −
⎬
n ⎪ ⎪
n ⎪
⎪⎩
⎭ ⎩
⎭

La correlación se hizo entre las variables MAT y niveles Creatinina, entre MAT y niveles
de BUN y entre niveles de Creatinina y de BUN.
•

PRUEBA DE CHI – CUADRADO χ2:

Es una prueba de asociación que se realiza entre dos variables (en frecuencias) para ver
el grado de significancia que existe entre las dos; este grado de significancia se obtiene a
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través del valor de Chi – cuadrado (χ2) y el valor de P. Las variables utilizadas fueron los
resultados de la prueba MAT y los de la prueba Dot – ELISA.
Se tiene que,

x2 = ∑

{O − E}2
E

donde, O es la frecuencia observada o real y E es la frecuencia esperada o teórica.

Se realizaron tablas de contingencia 2 x 2 entre ambas variables, en general para ambas
y por serovares.

Variable MAT
-

+

-

a

b

a+b

+

c

d

c+d

Variable Dot - ELISA

a+c
CHI CUADRADO: χ2
VALOR P:
GRADOS DE LIBERTAD:

b+d

n

1

Con el valor P se obtiene el grado se significancia que existe entre las dos pruebas:
Si P < 0.05 el grado de significancia es bueno (∗).
Si P < 0.01 el grado de significancia es alto (∗∗).
Y si P > 0.05 no hay significancia (N.S).
El análisis estadístico se realizó con el programa de STATISTIX® bajo los procedimientos
de modelos lineales generales y análisis de asociación.
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.1. ESTANDARIZACIÓN DE LA PRUEBA DOT – ELISA EN ORINA:

El proceso de estandarización de la prueba Dot – ELISA constó de 3 pasos básicos,
primero, la obtención de los sueros hiperinmunes con títulos de anticuerpos antiLeptospira spp. adecuados; segundo, la estandarización de la prueba y por último el
ensayo de la prueba previo al inicio del muestreo. A continuación se muestran los
resultados obtenidos en estos 3 pasos.

3.1.1. Elaboración y titulación de los sueros hiperinmunes contra Leptospira spp.:

La elaboración de los sueros hiperinmunes y su titulación tomaron un tiempo aproximado
de un mes y medio. Este proceso, que incluyó inoculación periódica de los conejos con
los serovares respectivos de Leptospira interrogans, sangrados semanales para la
medición de títulos por MAT y sangría en blanco para la obtención de los sueros, no
presento inconvenientes. El protocolo utilizado para las inmunizaciones (ver capítulo 2)
fue eficiente y seguro, ya que los conejos no presentaron ninguna reacción al inóculo y los
títulos obtenidos fueron los adecuados (1:12800). Además, no se presentó problema con
el medio de cultivo trabajado, medio líquido EMJH®, pues el autor de referencia, Myers
1988, reporta medio de cultivo semisólido EMJH® para inoculaciones, pero se utilizó el
líquido porque era el medio donde se tenían las Leptospiras del Laboratorio en
crecimiento.

Las sesiones de titulación se realizaron los días 15, 22 y 29 a partir de la primera
inoculación. El día 29, el conejo 10 presentó títulos menores a 1:12800 por lo que se le
dio una semana más para que los niveles subieran y el día 35 se le realizo la titulación. En
la tabla 6 se exponen los títulos obtenidos en cada sesión de titulación.
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Tabla 6. Títulos de sueros hiperinmunes a Leptospira spp. durante realización de
prueba DOT – ELISA.

IDENTIFICACIÓN TÍTULOS DÍA TÍTULOS DÍA TÍTULOS DÍA TITULOS DÍA
CONEJOS

15

22

29

35

02

1:3200

1:6400

1:12800

______

04

1:800

1:3200

1:12800

______

08

1:400

1:1600

1:12800

______

10

1:1600

1:6400

1:6400

1:12800

Fuente. Autor.

3.1.2. Estandarización de la prueba Dot - ELISA en orina:

Teniendo ya todos los materiales listos para la prueba, se procedió con la estandarización
de la misma, proceso realizado con el fin de encontrar las diluciones óptimas de los
sueros hiperinmunes y de la Peroxidasa para que la reacción antígeno – anticuerpo se de
y se detecte correctamente.

A continuación se explican los resultados de la estandarización y las diluciones escogidas
para el montaje de la prueba (ver Figura 27).

Para el primer cuadrante, correspondiente al sv canicola, se encontró que la reacción
antígeno - anticuerpo se presentó con todas la diluciones seriadas de la Peroxidasa en la
dilución 1:1600 del suero hiperinmune anti-canicola. En la dilución 1:3200 del suero solo
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se presentó reacción con la Peroxidasa en dilución 1:1000 y 1:4000. En las diluciones del
suero 1:6400 y 1:12800 solo se presentó con la Peroxidasa 1:1000. Y la ultima dilución
del suero 1:25600 solo reaccionó con la dilución de la Peroxidasa 1:500. Para el segundo
cuadrante, sv pomona, todas las diluciones seriadas del suero hiperinmune anti-pomona
reaccionaron con la Peroxidasa hasta la dilución 1:1000; hasta la dilución 1:128000 del
suero hubo reacción con la dilución 1:2000 de la Peroxidasa. Y las diluciones 1:6400 y
1:12800 del suero reaccionaron la ultima dilución de la Peroxidasa 1:4000. El tercer
cuadrante, sv icterohaemorrhagiae, presento reacción antígeno – anticuerpo en todas las
diluciones del suero hiperinmune anti-icterohaemorrhagiae con todas las diluciones de la
Peroxidasa. En el cuarto cuadrante, correspondiente al sv grippotyphosa, la primera
dilución del suero hiperinmune anti-grippotyphosa reaccionó a partir de la dilución 1:1000
de la Peroxidasa. En las diluciones 1:3200, 1:6400 y 1:12800 se presentó reacción con
todas las diluciones de la Peroxidasa; la última dilución del suero solo reaccionó hasta la
dilución 1:1000 de la Peroxidasa.

De acuerdo con lo anterior, para el montaje de la prueba Dot – ELISA, se manejaron los
sueros hiperinmunes a una dilución 1:3200, no se utilizó una mayor debido a que los
antígenos de Leptospira interrogans sv canicola solo reaccionaron en esta dilución con la
mayor de la Peroxidasa (1:4000). La Peroxidasa se trabajo a una dilución 1:4000 pues
todos los cuadrantes reaccionaron en esta con el suero diluido a 1:3200, exceptuando el
cuadrante del sv pomona que presentó reacción con la dilución del suero 1:6400, pero se
asume que con la dilución anterior reacciona también.
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Figura 27. Resultados de la estandarización de la prueba Dot - ELISA.
sv pomona

sv canicola
1:1600 1:3200 1:6400 1:12800 1:25600

1:1600 1:3200 1:6400 1:128001:25600

1:500

SNC

1:1000

SNB

1:2000

SSAF

1:4000
1:500

1:1000

1:2000

1:4000

sv icterohaemorrhagiae

sv grippotyphosa

SNC: Suero Normal de Conejo. SNB: Suero Normal de Bovino. SSAF: Solución Salina
Amortiguadora de Fosfatos.

Fuente. Autor.

3.1.3. Prueba Dot - ELISA en orina:

Durante el desarrollo del Dot – ELISA se presentaron básicamente 2 inconvenientes que
se fueron solucionando a medida que se conocía mas la prueba. El primer inconveniente
que se presentó durante el primer ensayo de la prueba fue que la orina utilizada, que no
contenía leptospiras (control negativo), marco positivo, como si tuviera leptospiras (ver
Figura 28), esto se debió a que el bloqueo de peroxidasas endógenas no fue el adecuado,
por lo que se decidió agregar, en el paso 2 de la técnica, a la solución bloqueadora, 300 µl
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de H2O2 y 4 ml de Metanol, y aumentar el tiempo de incubación en este paso de 60
minutos a 90 minutos, resultando en un bloqueo adecuado de las peroxidasas producidas
por otras células presentes en la orina, logrando así que la orina que no contenía
leptospiras no marcara como positivo en la prueba.

El segundo inconveniente se presentó al momento de revelar, donde la marca positiva no
se veía nítida, por lo que sé penso que era problema del revelador pero al hacer varios
ensayos se detectó que era un problema de la estabilidad de la Peroxidasa cuando
llevaba mucho tiempo diluida, ya perdía su capacidad de unirse al complejo antígeno –
anticuerpo y no marcaba bien al momento de revelar. El inconveniente se solucionó
utilizando la Peroxidasa, después de preparada, durante dos 2 semanas, luego se volvía
a preparar más. El inconveniente que se genera es el costo de desechar la Peroxidasa.

A parte de estos problemas se puede decir que la prueba Dot – ELISA en orina es una
prueba fácil de hacer, que no lleva mucho tiempo y que es sencilla de leer para cualquier
persona.

Figura 28. Resultados del ensayo de la prueba Dot – ELISA.

Control positivo para la Peroxidasa.
Control negativo.
Control positivo para el suero hiperinmune.
Orina con Leptospiras (+).
Orina sin Leptospiras (-).

Fuente. Autor.
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3.2. ESTANDARIZACIÓN DE LA PRUEBA DE AGLUTINACIÓN MICROSCÓPICA
(MAT):

El montaje y desarrollo del MAT no presentó mayores inconvenientes, excepto con el sv
icterohaemorrhagiae, el cual presentaba autoaglutinaciones a los 2 días después de
sembrado. Las autoaglutinaciones son un problema común que presentan algunos
cultivos de Leptospira spp. según reportan autores como Myers en 1988 y Díaz en 1995,
pero que no genera inconveniente para la realización del MAT si se logran controlar; para
esto se puede aumentar el suplemento que se agrega al medio de cultivo del 10% al 20%,
aunque no reportan mucha efectividad, también se pueden realizar filtraciones del cultivo
para que las aglutinaciones queden atrapadas y las leptospiras libres pasen a través del
filtro; por último se puede centrifugar el cultivo a 3500 r.p.m. durante 5 minutos para que
las leptospiras aglutinadas se precipiten y las libres queden en el sobrenadante (Díaz,
1995). Esto fue lo que se hizo con el sv icterohaemorrhagiae para realizar el MAT, ya que
era lo mas practico de hacer. De resto los otros medios de cultivo no presentaron
problemas.

3.3. DIAGNÓSTICO DE LEPTOSPIRA POR CAMPO OSCURO:

A lo largo del desarrollo del proyecto se observó que el diagnóstico de Leptospira spp. por
campo oscuro es una prueba complicada de realizar correctamente, debido a que en la
orina hay muchas estructuras similares a la Leptospira en cuanto a forma y a movimiento,
conocidas como pseudoespiroquetas (Gómez y Orjuela, 1997), pero que con certeza no
se sabe si son o no Leptospiras (falsos positivos). Sumado a esto, es muy posible caer en
errores, en cuanto a dar un resultado negativo, pues a veces pueden haber tan pocas
leptospiras en la orina que no se pueden observar (falsos negativos), además precisa que
haya un gran número de microorganismos en las muestras (Sandow y Ramírez, 2005).

Durante el desarrollo del trabajo se presentó el problema de falsos positivos, ya que había
muestras que presentaban estructuras parecidas a las Leptospiras pero quedaba la duda

73

de sí lo eran o no, por lo que fueron dadas como muestras sospechosas, que al final se
confirmó o se descartó con ayuda del resultado del Dot – ELISA y del Aislamiento.
De los 30 perros muestreados, a ninguno se pudo diagnosticar con certeza que fueran
positivos a Leptospira spp. por la técnica de campo oscuro por lo anteriormente explicado;
solo 6 perros presentaron estructuras similares en morfología pero sin el movimiento
típico de las leptospiras o viceversa, por lo que quedaron como sospechosos al
diagnóstico por esta prueba. Estos perros fueron los # 5, 6, 7, 8, 11 y 27 (ver Tabla 7 y
Tabla 12), de los 6 perros, 3 quedaron positivos al campo oscuro basándonos en los
resultados de las otras pruebas (perros # 6, 11 y 27), uno negativo (# 7) y los otros 2 (# 5
y 8) quedaron igual sospechosos pues en el aislamiento son sospechosos así en el Dot –
ELISA hayan sido negativos.

Con esto podemos ver que la prueba de visualización por campo oscuro es una prueba
que sirve como una ayuda (prueba auxiliar) mas no como prueba diagnóstica definitiva,
debido a su dificultad y a su baja especificidad, así su sensibilidad sea alta (Greene, 2000;
Sessionsa et al, 2004).

Tabla 7. Comportamiento en Dot – ELISA y Aislamiento de los perros sospechosos
en campo oscuro.

CAMPO
PERRO

CAMPO

AISLAMIENTO

DOT - ELISA

OSCURO

OSCURO
DEFINITIVO

5

Sospechoso

Sospechoso

Negativo

Sospechoso

6

Sospechoso

Negativo

Positivo

Positivo

7

Sospechoso

Negativo

Negativo

Negativo

8

Sospechoso

Sospechoso

Negativo

Sospechoso

11

Sospechoso

Negativo

Positivo

Positivo

27

Sospechoso

Negativo

Positivo

Positivo

Fuente. Autor.
74

3.4. INTENTO DE AISLAMIENTO DE LEPTOSPIRA A PARTIR DE ORINA:

De los 30 cultivos iniciales correspondientes a cada perro, se hicieron repliques y
revisiones semanales para observar si se presentaba algún tipo de crecimiento de
estructuras compatibles con espiroquetas. Solo 2 cultivos de los perros # 5 y 8 (ver Tabla
7 y Tabla 12) continúan en observación debido a la presencia de estructuras compatibles
con Leptospiras; los demás cultivos fueron descartados a los 30 días de haber sido
sembrados por no presentar estas estructuras. Pocos cultivos se contaminaron, pero igual
fue una de las posibles causas del porque no pudieron crecer Leptospiras. Esto fue una
falla del protocolo que utilizamos, pues la falta de antibióticos como la neomicina (5 gr/ml)
o de inhibidores del crecimiento como 5 – fluoruracilo (5µg/ml) y fosfomicin (8 mg/dl)
permitió que bacilos inespecíficos crecieran e interrumpieran el crecimiento de las
Leptospiras (Chappel et al, 1985; Díaz, 1995; Greene, 2000).

Existen diversas causas de la ausencia de crecimiento de leptospiras en los cultivos, una
de ellas es la contaminación. Otras son que los perros no se encontraran eliminando las
leptospiras en el momento de la toma de la muestra, ya que la leptospiruria es
intermitente, lo que haría necesario la toma de múltiples muestras de orina para poder
obtener espiroquetas (Díaz, 1995); se ha reportado que la administración de diuréticos
como la Furosemida

(0.5 mg / kg) previa a la toma de la muestra facilitaría la

recuperación de los microorganismos en la orina (Greene, 2000).

Otras causas posibles de la falla en el aislamiento son la presencia de anticuerpos
provenientes del hospedero y la antibioticoterapia previa que ya habían iniciado algunos
perros, ya que esto afecta la integridad de las leptospiras, llegando a disminuir su
viabilidad e interfieren con la eliminación por orina (Díaz, 1995; Greene, 2000). Esto hace
que las Leptospiras no se puedan ver por medio del campo oscuro, pero quedan sus
epítopos (parte antigénica de la Leptospira) los cuales si son detectados por la prueba Dot
– ELISA (Díaz, 1995).
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No se presentaron problemas en el intento de aislamiento, aunque el hecho de replicar
semanalmente en un nuevo medio y estar revisando los cultivos es una actividad
dispendiosa y que genera costos debido al gasto de materiales, sin contar con que es una
prueba lenta que requiere como mínimo un mes de observación para dar un resultado
confiable, por lo que es una prueba utilizada mas en investigación que en la práctica
clínica (Sessionsa et al, 2004). Igual esto no le quita la importancia que tiene un resultado
positivo al aislamiento frente a resultados de otras pruebas diagnósticas utilizadas, ya que
la sensibilidad de esta prueba es alta, por lo que sí un perro presenta un resultado positivo
al aislamiento, se le da como diagnostico Leptospirosis sin importar que resultados
presentaron las otras pruebas diagnosticas utilizadas.

3.5. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES:

A las variables peso, edad, niveles séricos de Creatinina y niveles séricos de BUN se les
realizó estadística descriptiva y a la variable sexo se le realizo distribución de frecuencias.
•

Peso. El peso de los animales fue muy variable (datos muy dispersos), con un peso
mínimo de 2,2 kg y un peso máximo de 46 kg. El promedio del peso fue 14.973 ±
12.286 Kg (ver Tabla 8).

Tabla 8. Estadística descriptiva - variable Peso.
PESO
N

30

X

14.973

S

12.286

MÍNIMO

2.2

MEDIANA

11.050

MAXIMO

46.0

N: Número de animales muestreados. X : Media. S: Desviación Estándar.

Fuente. Autor.
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•

Edad. Dentro del estudio entraron perros de todas las edades, desde perros de 1 año
de edad hasta perros con 15 años. El promedio de edad estuvo en 7,8 ± 4.3 años (ver
Tabla 9).

Tabla 9. Estadística descriptiva – variable Edad.

EDAD
N

30

X

7.8667

S

4.3607

MÍNIMO

1.00

MEDIANA

8.00

MAXIMO

15.00

Fuente. Autor.
•

Niveles séricos de Creatinina.

Los niveles de Creatinina sérica en promedio

estaban en 3,7 ± 3.51 mg/dl, con un valor mínimo de 0.4 mg/dl y un máximo de 14
mg/dl (ver Tabla 10).

Tabla 10. Estadística descriptiva – variable Creatinina.

CREATININA
N

30

X

3.7643

S

3.5188

MÍNIMO

0.4

MEDIANA

2.2950

MAXIMO

14.00

Fuente. Autor.
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•

Niveles séricos de BUN: Los niveles del BUN estuvieron muy dispersos, con valores
mínimos de 10.9 mg/dl y máximos de 440 mg/dl. El promedio de los niveles fue 79.170
± 94.252 mg/dl (ver Tabla 11).

Tabla 11. Estadística descriptiva – variable BUN.
BUN
N

30

X

79.170

S

94.252

MÍNIMO

10.90

MEDIANA

37.750

MAXIMO

440.0

Fuente. Autor.
•

Sexo. La distribución de frecuencias de la variable sexo fue heterogénea,
observándose mayor cantidad de machos con enfermedad renal. De 30 perros, 20
eran machos (66.7%) y 10 eran hembras (33.3%). Ver Gráfica 1.

Gráfica 1. Distribución de frecuencias – variable Sexo.
DISTRIBUCION - VARIABLE SEXO

66.7%
20

15

33.3%
MACHO
HEMBRA

10

5

0

Fuente. Autor.
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3.5.1. Correlación clínica de los casos positivos a Leptospirosis:

A continuación se muestran los datos clínicos de los 10 casos positivos a Leptospirosis y
de los 2 casos que quedaron con un diagnóstico no confirmado, son sospechosos en
campo oscuro y en aislamiento (ver Tabla 12).
•

PERRO # 3: Este perro de 1 año y 2 meses de edad, macho, se le diagnosticó
Leptospirosis aguda causada por Leptospira interrogans sv grippotyphosa con fase
leptospirúrica, pues el daño renal que presentaba era leve (Creatinina 1,6 mg/dl y BUN
38 mg/dl), era un perro sano que solo presentaba poliuria y polidipsia (ver Tabla 12 ).

•

PERRO # 5: Este perro de 14 años y macho, no hace parte de los positivos a la unión
de las pruebas Dot – ELISA y MAT, pero se expone debido a que fue sospechoso
tanto para el campo oscuro como para el aislamiento. Con una Creatinina de 0.9 mg/dl
y un BUN de 45 mg/dl, presentaba una azotemia con perdida de peso progresiva,
quedo con un diagnóstico de sospechoso de Leptospirosis mas no se confirmo pues
los títulos que presento en MAT no son muy altos y salió negativo a Dot - ELISA.

•

PERRO # 6: Un paciente de 10 años, macho, con una falla renal crónica (Creatinina
1.5 mg/dl y BUN 179 mg/dl) con signos de poliuria y polidipsia generada por la
combinación de Leptospira interrogans sv canicola y sv grippotyphosa, con eliminación
del microorganismo en orina, se puede observar que la Leptospirosis podía ser
crónica debido a que los títulos en MAT no están tan altos y esta en fase de
leptospiruria.

•

PERRO # 8: Al igual que el paciente # 5, este perro hembra de 8 años, que
presentaba anemia y decaimiento, quedó con un diagnóstico sospechoso de
Leptospirosis mas no confirmado.

•

PERRO # 9: Un macho de 3 años y medio, con una infección del tracto urinario
crónica y una falla renal (Creatinina 3.2 mg/dl y BUN 27.5 mg/dl) presentó reacción
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positiva solo en el MAT pero con unos títulos altos (1:800) que confirman el
diagnóstico de Leptospirosis, causada principalmente por el sv canicola.
•

PERRO # 10: Paciente Macho de 8 años de edad, donde el daño renal era leve pero
presentaba una cistitis hemorrágica crónica, presentó Leptospirosis aguda por el sv
pomona y con eliminación por orina.

•

PERRO # 11: Canino macho de 7 años y medio de edad, presento el mismo cuadro
del perro anterior, aunque este no tenía los títulos a MAT tan altos, pero tenia
eliminación en orina de las Leptospiras confirmado por Dot – ELISA y sospechoso en
campo oscuro.

•

PERRO # 13: Este perro tiene una falla renal crónica (Creatinina 1.64 mg/dl y BUN
36.09 mg/dl) diagnosticada tiempo atrás, y se encontró como causante de esto
Leptospirosis crónica por el sv icterohaemorrhagiae pues los títulos son muy bajos y
esta en fase de eliminación por orina.

•

PERRO # 19: Este paciente macho, de 4 años y medio presentó, al igual que los
perros # 10 y 11 un cuadro de hematuria con perdida de peso, se le diagnóstico
Leptospirosis crónica por la combinación de los sv canicola, pomona y grippotyphosa.

•

PERRO # 23 y 24: Estos 2 pacientes no presentaban un daño renal severo pero
empezaron a mostrar signos de disfunción renal como decaimiento, perdida de peso y
vómitos no tan frecuentes; se les realizaron las pruebas y se les diagnosticó
Leptospirosis aguda principalmente por el sv canicola y con eliminación por orina.

•

PERRO # 27: Este perro presentó un cuadro hiperagudo de falla renal (Creatinina 9
mg/dl y BUN 119.7 mg/dl) generada por una Leptospirosis hiperaguda principalmente
por los serovares canicola y grippotyphosa, que terminó con la vida del paciente en
cuestión de unos cuantos días.
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Tabla 12. Resultados de las 4 pruebas realizadas en los pacientes considerados
positivos.

DOT -

CO

A

(-)

(-)

S

S

S

(-)

S

S

(-)

(-)

1:3200

(-)

(-)

1:50

S

(-)

(-)

(-)

(-)

(-)

1:50

(-)

(-)

1:50

(-)

(-)

S

(-)

MAT

ELISA
C I G P

C

+ +

#3

I

G

1:50

1:800

H

B

1:200

#5
1:200

1:50

#8

1:200

1:100

#9

1:800

1:50

1:400

1:100

1:50

#6

P

+

+ +

# 10 + + + +
# 11

+

+

1:200

# 13 + +

1.50

# 19 + + + +
# 23
# 24 +
# 27 + +

1.200

+

1:50

1:50

1:1600

1:50

1:1600

1:1600

1:50

1:400

+ 1:51200

1:102400

1:50

1:50

1:50

C: sv canicola. I: sv icterohaemorrhagiae. G: sv grippotyphosa. P: sv pomona. H: sv hardjo.
B: sv bratislava. CO: Campo oscuro. A: Aislamiento.

Fuente. Autor.

3.6. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE AGLUTINACIÓN MICROSCÓPICA (MAT):

3.6.1. Prueba MAT general:

De 30 perros con enfermedad renal, 17 (56.7%) presentaron títulos (a partir de 1:50) para
algún serovar de Leptospira interrogans, y los restantes no los presentaron (ver Gráfica
2). Esto nos indica que la reactividad, en la ciudad de Bogotá, de perros con enfermedad
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renal a presentar títulos para Leptospira spp. es alta, pues mas de la mitad del grupo
muestreado presentó títulos, mostrando que como diagnóstico diferencial de causas
potenciales de enfermedad renal, la Leptospirosis es una entidad muy importante (Couto y
col, 2000; Ettinger y col, 2002; Mc Donough, IVIS, 2005).

Dentro del grupo de los que presentaron títulos, 13 perros presentaron títulos para el sv
icterohaemorrhagiae, 12 al sv grippotyphosa, 11 al sv canicola, 4 al sv pomona, 2 al sv
hardjo y 1 al sv bratislava. En la tabla 13 se muestran las combinaciones de los serovares
que se presentaron en los 17 perros con títulos. Podemos ver que el serovar que más se
presentó, sin importar los títulos, fue el sv icterohaemorrhagiae solo o acompañado de
otros serovares.

Gráfica 2. Distribución de frecuencias general del MAT.

D IS T R IB U C IÓ N G E N E R A L D E L M A T

43.3%
13

N O P R E S E N TO
T ÍT U L O S E N M A T

17

P R E S E N T O T ÍT U L O S
EN MAT

56.7%

Fuente. Autor.

Autores como Ross et al en el 2000 y Sessionsa et al en el 2004 reportan que cuando se
presentan casos con títulos a varios serovares, se toma el serovar con el título mas alto
como el causante del cuadro y los demás serovares con títulos más bajos se presentan
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debido a reacción cruzada; según esto el serovar que presentó títulos mas altos fue el sv
canicola, seguido del sv icterohaemorrhagiae, luego le sigue el sv grippotyphosa, luego la
combinación de los sv canicola y grippotyphosa, seguido por el sv pomona y la
combinación de los sv canicola, grippotyphosa y pomona (ver Anexo 2 A).

Tabla 13. Combinaciones de serovares en MAT.

COMBINACIONES DE SEROVARES

#

sv icterohaemorrhagiae

3

sv icterohaemorrhagiae + sv grippotyphosa

1

sv icterohaemorrhagiae + sv canicola

1

sv icterohaemorrhagiae + sv pomona

1

sv grippotyphosa + sv canicola

2

sv icterohaemorrhagiae + sv pomona + sv grippotyphosa

1

sv grippotyphosa + sv canicola + sv pomona

1

sv grippotyphosa + sv canicola + sv bratislava

1

sv icterohaemorrhagiae + sv grippotyphosa + sv canicola

4

sv icterohaemorrhagiae + sv grippotyphosa + sv canicola + sv

1

hardjo
sv icterohaemorrhagiae + sv grippotyphosa + sv canicola + sv

1

hardjo + sv pomona
TOTAL DE PERROS CON TÍTULOS

17

Fuente. Autor.

De los 17 perros que presentaron títulos a MAT solo 6 perros, es decir el 35.3% de estos
17 (20% del total), tuvieron títulos mayores o iguales a 1:800 para algún serovar, los 11
restantes presentaron títulos menores (64.7% de los 17 perros, 36.7% del total); por lo
que se puede decir que solo el 20% de los perros muestreados fueron positivos por MAT
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a Leptospirosis, pues según Ross y Rentko (2000), y Sessions y Greene (Agosto, 2004)
todo perro con títulos mayores a 1:800 con compatibilidad clínica y de laboratorio se
considera positivo (ver Gráfica 3). De estos 6 perros positivos se encontró que los títulos
mayores o iguales a 1:800 se repartieron entre los sv canicola, pomona y grippotyphosa,
con mayor presentación en el sv canicola, seguido del sv grippotyphosa y por último el sv
pomona.

Gráfica 3. Distribución de frecuencias de casos según títulos 1:800.

D IS T R IB U C IO N D E F R E C U E N C IA S T ÍT U L O S 1 :8 0 0

36.7%

43.3%

11

N E G A T IV O S
13

T ÍT U L O S > A 1 :8 0 0
T ÍT U L O S < A 1 :8 0 0

20%6
20%

Fuente. Autor.

3.6.2. Prueba MAT por serovares:

A los seis serovares utilizados en MAT se les realizó estadística descriptiva y distribución
de frecuencias para cada título. Utilizando la media aritmética (Tabla 14) los datos no son
tan exactos como si sucede con la media geométrica (Tabla 15), debido a que los datos
del MAT son muy dispersos y hay valores muy pequeños y muy grandes que tergiversan
los resultados. Observando la Tabla 15 se pude ver que la presentación de títulos para

84

todos los serovares realmente fue baja, pero algunos llegaron a presentar títulos máximos
altos como el sv canicola, el sv grippotyphosa y el sv pomona.

Tabla 14. Estadística descriptiva de los títulos a MAT por serovares.
SEROVARES

N

X

S

MÍNIMO

MEDIANA

MÁXIMO

sv canicola

30

1875

9325.5

0

0

51200

sv icterohaemorrhagiae

30

40.0

62.146

0

0

200

sv grippotyphosa

30

3551.7 18672

0

0

102400

sv pomona

30

111.67 583.49

0

0

3200

sv hardjo

30

3.33

12.685

0

0

50

sv bratislava

30

1.667

9.1287

0

0

50

Fuente. Autor.

Tabla 15. Estadística descriptiva de los títulos transformados a MAT por serovares.
N

X

S

MÍNIMO

MEDIANA

MÁXIMO

sv canicola

30

8.75

23.48

0

0

51246.3

sv icterohaemorrhagiae

30

6.59

9.27

0

0

200.9

sv grippotyphosa

30

10.52

24.51

0

0

102436.6

sv pomona

30

1.94

6.30

0

0

3200.9

sv hardjo

30

1.29

2.71

0

0

50.9

sv bratislava

30

1.14

2.04

0

0

50.9

Fuente. Autor.

Individualmente para cada serovar se presentaron diferentes distribuciones de
presentación por títulos. Para el sv canicola 11 (36.7%) perros presentaron títulos, de los
cuales 3 mostraron títulos 1:50, para los títulos 1:200 y 1:1600 4 perros distribuidos
equitativamente presentaron estos títulos. Para los títulos 1:100, 1:400, 1:800 y 1:51200
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un perro para cada uno presentó estos títulos; los restantes fueron negativos a este
serovar (ver Tabla 16 y Gráfica 4).

Tabla 16. Distribución de frecuencias por títulos para el sv canicola.

TÍTULO

FRECUENCIA

PORCENTAJE %

0

19

63.3

50

3

10.0

100

1

3.3

200

2

6.7

400

1

3.3

800

1

3.3

1600

2

6.7

51200

1

3.3

TOTAL

30

100

Fuente. Autor.

Gráfica 4. Distribución de frecuencias por títulos para el sv canicola.

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS - sv canicola
63.3%
20
NEGATIVOS
1:50

15

1:100
1:200

10

1:400
5

10%

3.3%

6.7%

1:800
1:1600
1:51200

0
FRECUENCIA

Fuente. Autor.
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Para el sv icterohaemorrhagiae 13 (43.3%) perros presentaron títulos, la mayoría (8
perros) para el título 1:50, 3 perros presentaron títulos de 1:200 y 2 perros para 1:100. Los
restantes 17 no presentaron títulos al sv icterohaemorrhagiae (ver Tabla 17 y Gráfica 5).

Tabla 17. Distribución de frecuencias por títulos para el sv icterohaemorrhagiae.

TÍTULO

FRECUENCIA

PORCENTAJE %

0

17

56.7

50

8

26.7

100

2

6.7

200

3

10.0

TOTAL

30

100

Fuente. Autor.

Gráfica 5. Distribución de frecuencias por títulos para el sv icterohaemorrhagiae.

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS - sv
icterohaemorrhagiae

20

56.7%

15

NEGATIVOS

26.7%

1:50

10
5

1:100

6.7% 10%

0
FRECUENCIA

Fuente. Autor.
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1:200

Del total de 30 perros muestreados, 12 (40%) presentaron títulos para el sv
grippotyphosa; de los 12, 3 presentaron títulos 1:50, 4 para 1:200, 2 perros tuvieron títulos
para 1:400, y para los títulos 1:800, 1:1600 y 1:102400 un perro respectivamente presentó
estos títulos (ver Tabla 18 y Gráfica 6).

Tabla 18. Distribución de frecuencias por títulos para el sv grippotyphosa.

TÍTULO

FRECUENCIA

PORCENTAJE %

0

18

60.0

50

3

10.0

200

4

13.3

400

2

6.7

800

1

3.3

1600

1

3.3

102400

1

3.3

TOTAL

30

100

Fuente. Autor.

Gráfica 6. Distribución de frecuencias por títulos para el sv grippotyphosa.

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS - sv
grippotyphosa
20

60%
NEGATIVOS
1:50

15

1:200
10

13.3%
5
0

1:400

6.7%

1:800

3.3%

10%
10%

1:1600
1:102400

FRECUENCIA

Fuente. Autor.
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Los serovares restantes no presentaron tanta reactividad como los otros 3 anteriormente
mencionados. Para el sv pomona solo 4 perros presentaron títulos, 3 para 1:50 y uno para
1:3200 (ver Tabla 19 y Gráfica 7). Para el sv hardjo 2 perros presentaron títulos en 1:50,
los demás no presentaron títulos para este serovar (ver Tabla 20 y Gráfica 8). Y para el sv
bratislava solo un perro mostró títulos en 1:50 (ver Tabla 21 y Gráfica 9).

Tabla 19. Distribución de frecuencias por títulos para el sv pomona.

TÍTULO

FRECUENCIA

PORCENTAJE %

0

26

86.7

50

3

10.0

3200

1

3.3

TOTAL

30

100

Fuente. Autor.

Gráfica 7. Distribución de frecuencias por títulos para el sv pomona.

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS - sv pomona
86.7%
30
25
20

NEGATIVOS

15

1:50

10

10%

1:3200

3.3%

5
0
FRECUENCIA

Fuente. Autor.
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Tabla 20. Distribución de frecuencias por títulos para el sv hardjo.

TÍTULO

FRECUENCIA

PORCENTAJE %

0

28

93.3

50

2

6.7

TOTAL

30

100

Fuente. Autor.

Gráfica 8. Distribución de frecuencias por títulos para el sv hardjo.

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS - sv hardjo
93.3%
30
25
20

NEGATIVOS

15

1:50

6.7%

10
5
0
FRECUENCIA

Fuente. Autor.

Tabla 21. Distribución de frecuencias por títulos para el sv bratislava.

TÍTULO

FRECUENCIA

PORCENTAJE %

0

29

96.7

50

1

3.3

TOTAL

30

100

Fuente. Autor.

90

Gráfica 9. Distribución de frecuencias por títulos para el sv bratislava.

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS - sv bratislava
96.7%
30
25
20

NEGATIVOS

15

1:50

3.3%

10
5
0
FRECUENCIA

Fuente. Autor.

Los serovares de Leptospira interrogans más predominantes en los 17 perros que
presentaron títulos fueron, de mayor a menor, el sv canicola, el sv icterohaemorrhagiae y
el sv grippotyphosa. El sv pomona no tuvo mucha presentación pero en uno de los 30
perros fue el serovar causante de la enfermedad. El sv hardjo y el sv bratislava solo se
presentaron con títulos bajos y en combinación con otros serovares por lo que se atribuye
a que hubo reacción cruzada (Ross et al, 2000; Sessionsa et al, 2004). De los 6 perros
que pudieron ser diagnosticados por MAT como animales con Leptospirosis por tener
títulos iguales o mayores a 1:800 para cualquier serovar, los serovares que más se
presentaron fueron sv canicola, sv grippotyphosa y sv pomona.

Podemos ver que como reporta la literatura (Brown et al, 1996; Adin et al, 2000; Sessions
et al, August 2004) los serovares comúnmente implicados en Leptospirosis canina son los
sv canicola e icterohaemorrhagiae pero que otros serovares como grippotyphosa y
pomona han venido incrementando su presentación posiblemente debido a la falta de
estos serovares en las vacunas comerciales. Esto se asemeja mucho a lo que se
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encontró en este estudio pues el serovar mas implicado fue el sv canicola seguido por los
sv icterohaemorrhagiae y sv grippotyphosa.

No se reportan otros estudios de Leptospirosis en perros con problemas renales, pero hay
estudios como el realizado en 1992 por Venkataraman et al, en la India que muestra que
los serovares que mas se presentan en perros en ese país son, en orden de mayor
importancia, el sv icterohaemorrhagiae, el sv canicola y el sv pomona. Otros estudios, en
países estacionales como Estados Unidos y Australia, reportan que en época de lluvias y
humedad el serovar que mas se presenta sobrepasando al sv icterohaemorrhagiae y al
sv canicola, es el sv grippotyphosa (Warda et al, 2004; Wardb et al, 2004); Adin et al, entre
1990 y 1998 realizaron un estudio con el que se demostró que en el estado de California
en Estados Unidos ha aumentado la presentación de serovares como pomona, hardjo y
bratislava.

En Colombia se han realizado estudios de Leptospirosis en perros, como el realizado por
Celis y co, en el 2000, que reporta al sv grippotyphosa como el serovar con mas
presentación en perros de la ciudad de Bogotá, seguido por el sv icterohaemorrhagiae y
el sv canicola. Otro estudio en la ciudad de Bogotá (Sandoval, 2004) muestra que la
presencia de los sv hardjo y bratislava se ha vuelto mas común que en tiempos pasados.
Analizando los resultados de este estudio y de los anteriormente mencionados, se puede
ver que la presentación de serovares, como el sv grippotyphosa y el sv pomona, que hace
unos años no era común, hoy en día ha aumentado, superando los dos serovares que
antiguamente eran más comunes en perros, sv canicola e icterohaemorrhagiae. Se
atribuye como causante de esta situación la vacunación para el control de la Leptospirosis
en perros, ya que se utiliza una vacuna bivalente que solo maneja el sv canicola y el sv
icterohaemorrhagiae, por lo que los perros quedan desprotegidos contra los otros
serovares que pueden causarle la enfermedad.
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3.7. RESULTADOS DE LA PRUEBA DOT – ELISA EN ORINA:

3.7.1. Prueba Dot – ELISA general:

De 30 perros con enfermedad renal, 9 (30%) fueron positivos a Dot – ELISA en orina para
algún serovar de Leptospira interrogans, y los restantes fueron negativos (ver Gráfica 10).
Por Dot – ELISA se puede ver que la Prevalencia de perros con enfermedad renal
causada por Leptospirosis (en fase de leptospiruria) en la ciudad de Bogotá es
significativa pues el 30% del grupo muestreado resulto positivo a la enfermedad.

Dentro del grupo de los positivos, 7 perros fueron positivos al sv pomona, 6 al sv canicola,
5 al sv icterohaemorrhagiae y 4 al sv grippotyphosa. En la tabla 22 se muestran las
combinaciones de serovares que se presentaron en los 9 perros positivos (ver Figura 29).

Gráfica 10. Distribución de frecuencias general del Dot- ELISA.

DISTRIBUCIÓN DE % DOT ELISA

30%
9

Dot - ELISA positivos
Dot - ELISA negativos
21

70%

Fuente. Autor
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Tabla 22. Combinaciones de serovares en Dot – ELISA.
COMBINACIONES

#

sv grippotyphosa + sv pomona

1

sv grippotyphosa + sv canicola + sv pomona

1

sv grippotyphosa + sv canicola + sv pomona + sv

2

icterohaemorrhagiae
sv pomona + sv icterohaemorrhagiae

1

sv icterohaemorrhagiae + sv canicola

1

sv pomona

1

sv canicola

1

sv icterohaemorrhagiae + sv canicola + sv pomona

1

TOTAL DE PERROS POSITIVOS

9

Fuente. Autor.

Figura 29. Combinaciones Dot – ELISA. A: Dot – ELISA negativo a todos los sv. B:
Dot – ELISA positivo a todos los serovares. C: Dot – ELISA positivo a sv
icterohaemorrhagiae y sv canicola. D: Dot – ELISA positivo a sv pomona y sv
grippotyphosa.

A

B

C

D

Fuente. Autor.
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3.7.2. Prueba Dot – ELISA por serovares:

A los cuatro serovares manejados en Dot – ELISA se les realizó distribución de
frecuencias.
•

Dot – ELISA sv canicola:

De los 30 perros con enfermedad renal, solo 6 (20% del total) presentaron reacción
positiva para el sv canicola, indicando que la orina de estos 6 perros presentaba
antígenos de este serovar, los cuales reaccionaron con el suero hiperinmune anticanicola; los restantes no fueron positivos al sv canicola (ver Tabla 23 y Gráfica 11).
Dentro de los 9 perros positivos a Dot – ELISA, estos 6 son el 66.7% y los 3 restantes son
el 33.3%.

Tabla 23. Distribución de frecuencias para Dot – ELISA sv canicola.

FRECUENCIA

PORCENTAJE %

NEGATIVO

24

80

POSITIVO

6

20

TOTAL

30

100

Fuente. Autor.
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Gráfica 11. Distribución de frecuencias para Dot – ELISA sv canicola.

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIA - sv canicola
Dot - ELISA
80%
25
20
NEGATIVO

20%

15

POSITIVO

10
5
0
FRECUENCIA

Fuente. Autor.
•

Dot- ELISA sv grippotyphosa:

De los 30 perros muestreados, solo 4 (13.3% del total) fueron positivos al sv
grippotyphosa, lo que indica que la orina de estos 4 perros presentaba antígenos de este
serovar; los restantes no fueron positivos al sv grippotyphosa (ver Tabla 24 y Gráfica 12).
Dentro de los 9 perros positivos a Dot – ELISA, estos 4 son el 44.5% y los 5 restantes son
el 55.5%.

Tabla 24. Distribución de frecuencias para Dot – ELISA sv grippotyphosa.

FRECUENCIA

PORCENTAJE
%

NEGATIVO

26

86.7

POSITIVO

4

13.3

TOTAL

30

100

Fuente. Autor.
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Gráfica 12. Distribución de frecuencias para Dot – ELISA sv grippotyphosa.

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS - sv
grippotyphosa Dot - ELISA
86.7%
30
25
20

NEGATIVO

15
10

13.3%

POSITIVO

5
0
FRECUENCIA

Fuente. Autor.
•

Dot – ELISA sv icterohaemorrhagiae:

Solo 5 perros de los 30 muestreados (16.7% del total) presentaron reacción positiva para
el sv icterohaemorrhagiae, los perros restantes (83.3%) no fueron positivos al serovar (ver
Tabla 25 y Gráfica 13). Dentro de los 9 perros positivos a Dot – ELISA, estos 5 son el
55.5% y los 4 restantes son el 44.5%.

Tabla 25. Distribución de frecuencias para Dot – ELISA sv icterohaemorrhagiae.

FRECUENCIA

PORCENTAJE %

NEGATIVO

25

83.3

POSITIVO

5

16.7

TOTAL

30

100

Fuente. Autor.
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Gráfica 13. Distribución de frecuencias para Dot – ELISA sv icterohaemorrhagiae.

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS - sv
icterohaemorrhagiae Dot - ELISA
83.3%
25
20
NEGATIVO

15

16.7%

10

POSITIVO

5
0
FRECUENCIA

Fuente. Autor.
•

Dot – ELISA sv pomona:

De los 30 perros con enfermedad renal, solo 7 (23.3% del total) presentaron reacción
positiva para el sv pomona, los restantes 23 (76.7%) no fueron positivos al sv pomona
(ver Tabla 26 y Gráfica 14). Dentro de los 9 perros positivos a Dot – ELISA, estos 7 son el
77.8% y los 2 restantes son el 22.2%.

Tabla 26. Distribución de frecuencias para Dot – ELISA sv pomona.

FRECUENCIA

PORCENTAJE %

NEGATIVO

23

76.7

POSITIVO

7

23.3

TOTAL

30

100

Fuente. Autor.
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Gráfica 14. Distribución de frecuencias para Dot – ELISA sv pomona.

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS - sv pomona Dot ELISA
76.7%
25
20

23.3%

15

NEGATIVO
POSITIVO

10
5
0
FRECUENCIA

Fuente. Autor.

3.8. CORRELACIÓN ENTRE LA PRUEBA MAT Y LOS NIVELES SÉRICOS DE
CREATININA Y DE BUN:

La Creatinina presentó una correlación con valores negativos con la mayoría de los
serovares, es decir que la correlación es inversa, excepto con el sv bratislava y con el
BUN en donde la correlación fue positiva (directa) pero mala pues el valor no supero 0.29;
se pensaría que entre más altos fueran los niveles de Creatinina mayores serían los de
BUN, pero en este estudio menos de la mitad de los perros presentaron esta tendencia, la
mayoría tenían solo una variable alta pero no las dos, dependiendo del grado de afección
renal. La correlación más fuerte que tuvo la Creatinina fue con el sv icterohaemorrhagiae
y con el sv pomona, -0.3160 y -0.3116 respectivamente, lo que puede indicar que cuando
hay un daño renal crónico, irreversible y severo (niveles de Creatinina altos), los títulos
para estos dos serovares van a ser bajos y viceversa (ver Tabla 27).
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Los niveles de BUN tuvieron correlación indirecta con la mayoría de los serovares pero no
significativa, solo con el sv bratislava y el sv icterohaemorrhagiae fue directa (ver Tabla
27).

Entre los serovares la correlación más importante y significativa que se presentó fue entre
el sv canicola y el sv grippotyphosa con una correlación directa de 0.8380, lo que nos
muestra que la combinación de estos dos es la más común en este estudio. Le sigue la
correlación que presenta el sv bratislava con el sv canicola (0.5186) y con el sv
grippotyphosa (0.5421), esto se debe posiblemente a reacciones cruzadas de estos dos
últimos serovares con el sv bratislava, ya que la presentación de este no fue importante
en este estudio. Algo similar paso entre el sv canicola y el sv grippotyphosa con el sv
hardjo (0.4480 y 0.3681 de correlación directa respectivamente). Otra correlación que se
presento entre serovares fue entre el sv icterohaemorrhagiae y el sv pomona, la cual fue
directa (0.3033) lo que nos muestra que también fue una de las combinaciones que más
se presentaron en el estudio.

Tabla 27. Correlación entre MAT, Creatinina y BUN.

MAT (con media geométrica)
CREAT

BUN

bratislav. canicola

grippoty.

hardjo

BUN

0.2925

bratisl.

0.2810

0.0812

canico.

-0.0556

-0.0223

0.5186

grippo.

-0.0554

-0.0170

0.5421

0.8380

hardjo

-0.1788

-0.1937

-0.0496

0.4480

0.3681

ictero.

-0.3160

0.1258

-0.1600

0.2495

0.2769

0.2496

pomon.

-0.3116

-0.2422

-0.0679

0.0073

0.1405

0.1924

Fuente. Autor.

100

icteroh.

0.3033

3.9. ASOCIACIÓN ENTRE LA PRUEBA MAT Y LA PRUEBA DOT – ELISA:

Se realizó una asociación entre la prueba MAT y la prueba Dot – ELISA mediante un Chi
cuadrado, entre los positivos a cualquier serovar en Dot – ELISA y los que presentaron
títulos a cualquier serovar en MAT; y entre los positivos al Dot – ELISA y los que
presentaron títulos mayores o iguales a 1:800 en MAT. También se realizó por serovares.

3.9.1. Asociación entre Dot - ELISA positivos y títulos a MAT:

En la tabla 28 se puede observar la tabla de contingencia de asociación entre estas dos
variables, casos positivos a Dot – ELISA y casos con títulos en MAT.

Tabla 28. Asociación entre Dot - ELISA positivos y títulos a MAT.

Dot – ELISA positivos

0 (-)

OBSERVADO
ESPERADO

1(+)

OBSERVADO
ESPERADO

CHI CUADRADO:
VALOR P:
GRADOS DE LIBERTAD:

MAT con títulos
0 (-)
1(+)
13
9.10

8
11.90

21

0
3.90

9
5.10

9

13

17

30

9.03
0.0017 ∗∗
1

Fuente. Autor.

De los 30 perros estudiados 9 fueron positivos al Dot – ELISA, estos 9 perros se
encuentran dentro del grupo de los 17 perros que presentaron títulos en MAT, pero vemos
que de los 21 perros negativos a Dot - ELISA, 8 presentaron títulos en MAT. Por lo que se
puede confirmar que 13 perros no tenían como etiología de la enfermedad renal a la
Leptospirosis pues fueron negativos a ambas pruebas; 9 perros padecían Leptospirosis
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pues salieron positivos al Dot – ELISA y tuvieron títulos en MAT; pero quedan 8 casos que
quedan sin diagnostico establecido pues solo tuvieron títulos pero no fueron positivos a
Dot – ELISA (ver Tabla 28), aunque uno de estos 8 perros (perro # 9) tenía títulos para el
sv canicola 1:800 y presentaba signos clínicos y de laboratorio compatibles, por lo que se
puede dar como positivo a Leptospirosis. En conclusión 10 perros fueron positivos a
Leptospirosis y 20 no.

La asociación entre la prueba Dot – ELISA y la prueba MAT es altamente significativa (P <
0.01).

3.9.2. Asociación entre Dot – ELISA positivos y MAT con títulos mayores o iguales a
1:800:

En la tabla 29 se puede observar la tabla de contingencia de asociación entre estas dos
variables, casos positivos a Dot – ELISA y casos con títulos mayores o iguales a 1:800
para MAT.

Tabla 29. Asociación entre Dot – ELISA positivos y MAT con títulos mayores o
iguales a 1:800.

Dot – ELISA positivos

MAT con títulos ≥ 1:800
0 (-)
1(+)

OBSERVADO
0 (-) ESPERADO

20
16.80

1
4.20

21

OBSERVADO
1(+) ESPERADO

4
7.20

5
1.80

9

24

6

30

CHI CUADRADO:
VALOR P:
GRADOS DE LIBERTAD:

10.16
0.0014 ∗∗
1

Fuente. Autor.
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Solo 6 perros presentaron títulos mayores o iguales a 1:800 en MAT, pero solo 5 fueron
positivos a Dot – ELISA, lo que indica que un perro no estaba en fase de leptospiruria
(perro # 9). De los 9 perros positivos a Dot – ELISA, 4 no tenían títulos 1:800 o más (ver
Tabla 29), esto nos muestra que el presentar títulos bajos en MAT no indica que no pueda
tener Leptospirosis, por lo que es importante repetir el examen a los 15-20 días después
para ver como se han modificado los títulos (Ross et al, 2000; Sessionsa, 2004).

Entonces se puede decir que 5 perros (# 3, 10, 23, 24 y 27) fueron positivos a
Leptospirosis uniendo ambas pruebas, 4 perros (# 6, 11, 13 y 19) fueron positivos a Dot –
ELISA y no tuvieron títulos iguales o mayores a 1:800, igual son positivos a Leptospirosis.
Un perro (# 9) solo presentó títulos iguales a 1:800 por lo que se considera positivo.
Entonces 10 perros fueron positivos a Leptospirosis y 20 negativos.

La asociación que se presentó entre la prueba Dot – ELISA en orina con la prueba MAT
en suero ya sea con presentación de cualquier título o específicamente tomando los
casos positivos como títulos mayores o iguales a 1:800, fue altamente significativa (P <
0.01), P igual a 0.0017 y 0.0014 respectivamente. Esto muestra la importancia del Dot –
ELISA como prueba diagnóstica de Leptospirosis frente a la prueba utilizada en la
cotidianidad que es la prueba MAT, ya que por esta, de los 30 perros muestreados, 17
presentaron títulos, pero solo a 6 se les pudo dar el diagnóstico de Leptospirosis por
presentar títulos mayores o iguales a 1:800 y quedan 11 perros sospechosos por lo que
sería necesario correrles una segunda y/o tercera muestra para poder confirmar o
descartar el diagnóstico. Pero al utilizar Dot – ELISA simultáneamente, se pudo confirmar
el diagnóstico de 4 perros que habían quedado sospechosos solo con la prueba MAT,
obteniendo así evitar dar falsos negativos siendo realmente positivos.

Lo anteriormente expuesto resalta lo que se ha estado presentando en los últimos años
que es la necesidad de encontrar técnicas más sensibles y específicas que la prueba
MAT, debido a todas las desventajas que presenta como el ser necesario la toma de 2 o
mas muestras con intervalos de 15 a 20 días para poder confirmar el diagnóstico y así no
caer en falsos positivos o falsos negativos (Mc Donough, IVIS, 2005). Una de estas
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pruebas es el Dot – ELISA en orina, que no detecta anticuerpos como la prueba MAT sino
que detecta estructuras antigénicas de leptospiras no necesariamente viables, por lo que
no presenta los problemas que presenta el MAT en cuanto a los niveles de anticuerpos
presentes en la sangre, los cuales dependen de la etapa de la enfermedad en que se
encuentre el animal, en casos agudos los anticuerpos van a estar elevados pero ya en
casos crónicos los anticuerpos tienden a disminuir a niveles basales (Díaz, 1995); y como
la mayoría de los casos clínicos en los que se sospecha Leptospirosis son casos crónicos
(Greene, 2000) en los cuales la leptospiruria esta presente, una prueba que detecte
antígenos en orina es ideal para confirmar o descartar el diagnóstico que se ha obtenido
con la prueba MAT.

3.9.3. Asociación entre Dot – ELISA sv canicola Y MAT sv canicola:

En la tabla 30 se puede observar la tabla de contingencia de asociación entre estas dos
variables, casos positivos al sv canicola en Dot – ELISA y casos con títulos al sv canicola
en MAT.

Tabla 30. Asociación entre Dot – ELISA sv canicola y MAT sv canicola.

MAT sv canicola con títulos
0 (-)
1(+)

Dot – ELISA sv canicola
OBSERVADO
0 (-) ESPERADO

1(+)

OBSERVADO
ESPERADO

17
15.20

7
8.80

24

2
3.80

4
2.20

6

19

11

30

CHI CUADRADO:
2.91
VALOR P:
0.0882 N.S
GRADOS DE LIBERTAD:
1
Fuente. Autor.
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De 11 perros que presentaron títulos para el sv canicola solo 4 (perros # 6, 19, 24, 27)
fueron positivos a Dot – ELISA sv canicola; y de 19 perros negativos al sv canicola en
MAT 2 (perros # 10 y 13) fueron positivos en Dot _ ELISA sv canicola (ver Tabla 30).

De los 30 perros solo 4 fueron positivos a Leptospirosis con el sv canicola en ambas
pruebas, 17 fueron negativos a Leptospirosis por ambas pruebas; 2 solo fueron positivos
a Dot – ELISA y por tanto a Leptospirosis, y 7 solo presentaron títulos en MAT para el sv
canicola, pero de estos 7, dos (perros # 9 y 23) tienen títulos iguales o mayores a 1:800,
por lo que se confirma el diagnóstico de Leptospirosis. Según esto 8 perros (# 6, 9, 10, 13,
19, 23, 24 y 27) fueron positivos al sv canicola en ambas pruebas y 22 fueron negativos.
La tabla 30 nos muestra que no es significativa la asociación entre las dos pruebas (p >
0.05), es decir que un canino con títulos al sv canicola en MAT, no necesariamente tiene
que resultar positivo al sv canicola por Dot – ELISA, sino que puede resultar positivo a
otro serovar o ser negativo; o viceversa.

3.9.4. Asociación entre Dot – ELISA sv grippotyphosa Y MAT sv grippotyphosa:

Tabla 31. Asociación entre Dot – ELISA sv grippotyphosa y MAT sv grippotyphosa.

Dot – ELISA sv grippotyphosa

MAT sv grippotyphosa con títulos
0 (-)
1(+)

OBSERVADO
ESPERADO

18
15.60

8
10.40

OBSERVADO
1(+) ESPERADO

0
2.40

4
1.60

4

18

12

30

0 (-)

CHI CUADRADO:
6.92
VALOR P:
0.0085 ∗∗
GRADOS DE LIBERTAD:
1
Fuente. Autor.
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26

Los 4 perros (# 3, 6, 10, 19) positivos al sv grippotyphosa en Dot – ELISA se encuentran
dentro del grupo de los que presentaron títulos a este serovar en MAT. De los 30 perros,
solo 4 fueron positivos a ambas pruebas para este serovar y 18 fueron negativos para
ambas. Quedan 8 perros que solo presentaron títulos en MAT y que el diagnóstico no
quedó definido, solo 2 (# 23 y 27) de estos 8 presentan títulos mayores a 1:800 para el sv
grippotyphosa, por lo que se puede confirmar el diagnóstico así no hayan sido positivos a
este en Dot – ELISA (ver Tabla 31). Uniendo ambas pruebas 6 perros (# 3, 6, 10, 19, 23 y
27) fueron positivos al sv grippotyphosa y 24 fueron negativos.

La tabla 31 nos muestra que la asociación entre ambas pruebas para el sv grippotyphosa
es altamente significativa (P< 0.01), indicativo de que un perro positivo a Dot – ELISA
para el sv grippotyphosa tiene una alta probabilidad de presentar también títulos en MAT
para este serovar y viceversa.

3.9.5. Asociación entre Dot – ELISA sv icterohaemorrhagiae Y MAT sv
icterohaemorrhagiae:

Tabla 32. Asociación entre Dot – ELISA sv icterohaemorrhagiae y MAT sv
icterohaemorrhagiae.

Dot – ELISA sv icterohaemorrhagiae

MAT sv icterohaemorrhagiae con títulos
0 (-)
1(+)

OBSERVADO
ESPERADO

15
14.17

10
10.83

25

0 (-)

OBSERVADO
ESPERADO

2
2.83

3
2.17

5

1(+)

17

13

30

CHI CUADRADO:
0.68
VALOR P:
0.4100 N.S
GRADOS DE LIBERTAD:
1
Fuente. Autor.
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De 13 perros que presentaron títulos al sv icterohaemorrhagiae solo 3 (perros # 10, 11 y
13) fueron positivos al Dot – ELISA sv icterohaemorrhagiae, y de 17 perros negativos a
este serovar por MAT, 2 (perros # 19 y 27) fueron positivos al Dot – ELISA (ver Tabla 32).

Del grupo muestreado solo 3 perros fueron positivos al sv icterohaemorrhagiae en ambas
pruebas, 15 fueron negativos. Solo 2 perros fueron positivos solamente al Dot – ELISA
para este serovar y 10 presentaron solamente títulos en MAT pero menores a 1:800 por
lo que se consideran negativos. Observando lo anteriormente descrito, 5 perros (# 10, 11,
13, 19 y 27) fueron positivos al sv icterohaemorrhagiae y 25 fueron negativos uniendo
ambas pruebas.

3.9.6. Asociación entre Dot – ELISA sv pomona Y MAT sv pomona:

En la tabla 33 se muestra la tabla de contingencia de asociación entre los casos positivos
al sv pomona en el Dot – ELISA y los casos que presentaron títulos para este serovar en
MAT.

Tabla 33. Asociación entre Dot – ELISA sv pomona y MAT sv pomona.

Dot – ELISA sv pomona

MAT sv pomona con títulos
0 (-)
1(+)

0 (-)

OBSERVADO
ESPERADO

22
19.93
4
6.07

3
0.93

7

1(+)

OBSERVADO
ESPERADO

26

4

30

CHI CUADRADO:
VALOR P:
GRADOS DE LIBERTAD:

9.89
0.0087 ∗∗
1

Fuente. Autor.
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1
3.07

23

De los 4 perros que presentaron títulos para el sv pomona en MAT solo 3 (perros # 10, 11
y 19) fueron positivos a este serovar en Dot – ELISA. De los 26 negativos a MAT, 4
(perros # 3, 6, 23 y 27) fueron positivos al Dot – ELISA para el sv pomona (ver Tabla 33).
En conclusión 7 (# 3, 6, 10, 11, 19, 23 y 27) perros fueron positivos al sv pomona en la
unión de ambas pruebas y 23 fueron negativos, de estos 23, uno presento títulos al sv
pomona pero fueron menores a 1:800.

La asociación entre el Dot- ELISA y el MAT para el sv pomona es altamente significativa
(P igual a 0.087).
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4. CONCLUSIONES

•

De una población de 30 caninos con enfermedad renal de la ciudad de Bogotá, el
33.3% (10 perros) fueron positivos a Leptospirosis como etiología del daño renal en la
unión de los resultados de las pruebas Dot – ELISA, MAT, campo oscuro e intento de
aislamiento. El 66.7% restante fue negativo a Leptospirosis.

•

Con este trabajo de investigación se puede concluir que la asociación existente entra
la prueba Dot – ELISA y la prueba MAT fue altamente significativa (P < 0.01); lo que
indica que cualquier paciente canino que presente un resultado positivo a Dot – ELISA
va presentar, con muy alta probabilidad, títulos a MAT y viceversa.

•

La asociación entre la prueba Dot – ELISA sv grippotyphosa y sv pomona y el MAT sv
grippotyphosa y sv pomona respectivamente, fue altamente significativa, concluyendo
que un canino que presente un resultado positivo para alguno de estos serovares en
Dot – ELISA, va a presentar títulos en MAT para el mismo serovar y viceversa.

•

La asociación entre la prueba Dot – ELISA sv canicola y sv icterohaemorrhagiae y el
MAT sv canicola y sv icterohaemorrhagiae respectivamente, no fue significativa. La no
existencia de asociación entre las dos pruebas para estos serovares puede deberse
posiblemente a la vacunación previa y al estado de hospedero principal que tienen los
caninos frente a estos dos serovares.

•

La Prevalencia de perros con enfermedad renal causada por Leptospirosis con fase
leptospirúrica es alta, ya que de los 30 perros muestreados, el 30% (9 perros)
resultaron positivos a la prueba Dot – ELISA en orina.

•

La distribución de la presentación de los serovares en la prueba Dot – ELISA fue
homogénea, donde 7 perros fueron positivos al sv pomona, 6 al sv canicola, 5 al sv
icterohaemorrhagiae y 4 al sv grippotyphosa.
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•

La reactividad a presentar títulos a Leptospira interrogans spp. en perros con
enfermedad renal en la cuidad de Bogotá es considerablemente alta, indiferente a si
pueden ser debido a infección o vacunales; porque de 30 perros muestreados, el
56.7% (17 perros) presentaron títulos para algún serovar, mientras que solamente el
43.3% no presentó.

•

La reactividad serológica en MAT mayor o igual a 1:800 con signos clínicos y datos de
laboratorio compatibles con la enfermedad, indica positividad a Leptospirosis (Ross y
Rentko, 2000; Sessions y Greene, 2004); por lo que este estudio encontró que de los
30 perros muestreados, solo a 6 (20%) perros se les diagnóstico con certeza, por
medio de la prueba MAT, Leptospirosis como etiología de la falla renal, pues
presentaron títulos mayores o iguales a 1:800; estos títulos se repartieron entre el sv
canicola, el sv grippotyphosa y el sv pomona.

•

El serovar que más presentó títulos altos (mayores o iguales a 1:800) y por tanto al
que se atribuyó como el serovar causante de la mayoría de cuadros fue el sv canicola,
seguido en orden descendente por el sv icterohaemorrhagiae, luego por el sv
grippotyphosa, después por la combinación de los sv canicola y grippotyphosa,
seguidos del sv pomona y por último de la combinación del sv canicola, grippotyphosa
y pomona.

•

La correlación directa más importante que se presentó entre los serovares en MAT fue
entre el sv canicola y el sv grippotyphosa, lo que indica que es la combinación que
más se presentó en el estudio. Después de esta sigue la correlación directa entre el sv
icterohaemorrhagiae y el sv pomona aunque no fue tan significativa como la primera.

•

Los serovares grippotyphosa y pomona han venido incrementando su presentación
como causantes de Leptospirosis canina, incluso llegando a sobrepasar a los
serovares comúnmente implicados, el sv icterohaemorrhagiae y el sv canicola, debido
a la falta de vacunación contra estos primeros.
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•

El inconveniente que presentó el desarrollo de la prueba de campo oscuro fue
principalmente el de los falsos positivos; de los 30 perros muestreados, 6 presentaron
estructuras similares en morfología y movimiento a las leptospiras pero con certeza no
se distinguían bien por lo que quedaron como sospechosos.

•

El diagnóstico de Leptospira por campo oscuro es una prueba complicada de realizar
debido a la facilidad que hay de dar un diagnóstico equivocado con falsos positivos,
por la presencia común de estructuras similares en forma y movimiento a las
leptospiras llamadas “pseudoespiroquetas”, o con falsos negativos, ya que para poder
visualizar

las

espiroquetas

es

necesario

que

haya

un

gran

número

de

microorganismos en la muestra.
•

Las principales causas que intervinieron en la ausencia de crecimiento de leptospiras
en los cultivos de orina fueron la contaminación, la leptospiruria intermitente y la
afección de la integridad de las leptospiras debido a la previa antibioticoterapia que
recibieron algunos perros y los anticuerpos presentes a nivel renal.

•

El intento de aislamiento de Leptospira a partir de orina es una actividad dispendiosa
que genera muchos costos debido al gasto de materiales, además es una prueba que
necesita mucha inversión de tiempo pues mínimo se requiere de un mes de
observación para dar un resultado confiable.

•

Durante el desarrollo de este trabajo se confirmaron las desventajas que presentan las
técnicas usualmente utilizadas para el diagnóstico de Leptospirosis, principalmente del
MAT, pero se vio como la prueba Dot – ELISA toma importancia frente a esta como
prueba diagnóstica.

•

De 30 perros con enfermedad renal el 66,7% fueron machos y el 33.3% fueron
hembras. De los 10 perros positivos a Leptospirosis, en la unión de las pruebas Dot –
ELISA y MAT, el 90 % fueron machos y el 10% restante fueron hembras, confirmando
así los que dicen diferentes autores como Sessions y Greene, que los machos se ven
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mas implicados en casos de Leptospirosis debido a su comportamiento callejero, que
incrementa el riesgo de transmisión.
•

El protocolo utilizado para las inmunizaciones de los conejos para la obtención de los
sueros hiperinmunes con 4 dosis ascendentes del inóculo (antígenos de Leptospira
spp. en medio EMJH® líquido) a partir de 0.24 ml hasta 2.4 ml intravenoso fue
adecuado, seguro y eficaz, ya que los conejos no presentaron ninguna reacción y se
obtuvieron los títulos esperados de 1:12800.

•

Las diluciones óptimas de los sueros hiperinmunes y de la Proteína G ligada a
Peroxidasa de Rábano para el montaje de la prueba Dot – ELISA en orina, fueron
1:3200 y 1:4000 respectivamente.
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5. RECOMENDACIONES

La información que provee este trabajo muestra la utilidad de una prueba diferente a las
comúnmente utilizadas para el diagnóstico de Leptospirosis canina, la prueba Dot –
ELISA en orina, una prueba que ayuda a dar un diagnóstico más rápido y más confiable
en perros con enfermedad renal, para que el médico veterinario establezca un tratamiento
adecuado y a tiempo; por lo que se recomienda el uso de esta prueba junto con la prueba
MAT para el diagnóstico de Leptospirosis; además sea cual sea la prueba que se utilice
para el diagnóstico, no debe usarse como única prueba, debe complementarse con otra
para poder confirmar el diagnóstico.

Igualmente este trabajo es importante como soporte para realizar nuevos estudios en
Leptospirosis utilizando la prueba Dot – ELISA, no solo en caninos sino en otras especies,
además se puede aplicar para otras enfermedades que también necesitan pruebas
diagnósticas mas sensibles y específicas.

Con los resultados obtenidos, se recalca el cambio ascendente que ha sufrido la
presentación de otros serovares (grippotyphosa y pomona) frente a los que se atribuían
como causantes de la Leptospirosis, sv canicola e icterohaemorrhagiae; lo que demuestra
que esta enfermedad es muy difícil de controlar así exista una vacuna, vacuna que, se
podría decir, ha servido para controlar la Leptospirosis causada por los dos serovares que
la componen, pero que pasa con los demás serovares, falta protección contra estos, lo
que hace pensar si es posible desarrollar un vacuna que proteja contra mas serovares.

Se recomienda hacer algún estudio sobre la vacuna existente y ver como es la
presentación de los títulos vacunales durante los primeros meses postvacunación, para
poder saber como es el comportamiento de estos y poder diferenciar con mayor facilidad
un título vacunal de uno infeccioso y así poder dar un diagnóstico mas confiable.
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ANEXOS

ANEXO 1. SOLUCIONES:

A. FÓRMULA DE LA SSAF pH 7.6 0.01 M (Solución salina amortiguadora de
fosfatos):
•

0.85 gr. de NaCl.

•

0.156 gr. de NaH2PO42H2O.

•

1,280 gr. de Na2HPO4.

•

Disolver todo en 1000 ml de agua destilada.

•

Mantener refrigerado hasta que sea utilizado.

B. MEDIOS DE CULTIVO:
MEDIO LÍQUIDO EMJH®: Para preparar 900 ml de medio.
•

810 ml de agua destilada.

•

2,3 gr. de Difco™ Leptospira medium base EMJH.

•

Mezclar completamente en un balón; para que disuelva bien se puede poner al baño
maría, evitando que hierva, pues se precipitan los nutrientes.

•

Esterilizar en autoclave durante 20 minutos.

•

Dejar enfriar a temperatura ambiente.

•

Dentro de la cabina de flujo laminar vertical, se le agrega Difco™ Leptospira
enrichment EMJH al 10% es decir se le agregan 90 ml de suplemento.

•

El medio se reparte a tubos fondo en U tapa rosca estériles (5 ml por tubo).

•

Se hace prueba de esterilidad dejando unos tubos a 37ºC y otros a 28ºC para ver si
están contaminados.

•

Mantener en refrigeración hasta su uso.
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MEDIO SEMISÓLIDO EMJH®: Para preparar 500 ml de medio.
•

450 ml de agua destilada.

•

1.27 gr. de Difco™ Leptospira medium base EMJH.

•

Mezclar completamente en un balón, para que disuelva bien se puede poner al baño
maría, evitando que hierva, pues se precipitan los nutrientes.

•

Se le agrega Agar Bacteriológico al 0.05%, es decir 0.25 gr. Homogenizo.

•

Esterilizar en autoclave durante 20 minutos.

•

Agitar muy bien para que el Agar se mezcle con el resto de la solución.

•

Dejar enfriar a temperatura ambiente.

•

Dentro de la cabina de flujo laminar vertical, se le agrega Difco™ Leptospira
enrichment EMJH al 10% es decir se le agregan 50 ml de suplemento.

•

El medio se reparte a tubos fondo en U tapa rosca estériles (5 ml por tubo).

•

Se hace prueba de esterilidad dejando unos tubos a 37ºC y otros a 28ºC para ver si
están contaminados.

•

Mantener en refrigeración hasta su uso.

C. SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE CITRATO FOSFATO pH 5.0:

Solución A ÁCIDO CÍTRICO 0.1 M:
Disolver 19.2 gr. de Ácido Cítrico en 1000 ml de agua destilada.
Solución B FOSFATO DE SODIO (Na2HPO4) 0.2 M:
Disolver 28.4 gr. de Fosfato de Sodio en 1000 ml de agua destilada.

Preparación:
Para preparar 100 ml de la solución amortiguadora, mantener refrigerado. Mezclar:
•

24.3 ml de la solución A.

•

25.7 ml de la solución B.

•

50 ml de agua destilada.
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D. SOLUCIÓN BLOQUEADORA PARA DOT ELISA:
•

Disolver 1 gr. de leche descremada en 100 ml de SSAF.

•

Añadir 300 µl de H2O2 y 4 ml de Metanol; homogenizar. Mantener refrigerado.

ANEXO 2: RESULTADOS:

A. RESULTADOS DE LA PRUEBA MAT:

En la columna número 1 se muestran los 17 perros que presentaron títulos en MAT.
#

Serovar

Serovar

Serovar

canicola grippotyphosa icterohaemorr.
3
4

1:50

1:800

1:50

1:200

1:200

Serovar

Serovar

pomona

hardjo

bratislava

1:200

5
6

Serovar

1:200

1:200

1:50
1:50

7
8

1:200

9

1:800

1:100
1:400

1:50

1:50

1:100

1:3200

11

1:200

1:50

13

1:50

10

16

1:100

1:50

17

1:400

1:200

19

1:50

1:50

23

1:1600

1:1600

1:50

24

1:1600

1:400

1:50

26

1:50

1:200

27 1:51200

1:50
1:50

1:102400

1:50
1:50

1:50

1:50

Los demás perros no presentaron títulos en MAT.
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B. RESULTADOS DE LA PRUEBA DOT – ELISA EN ORINA:

En la comuna número 1 se muestran los 9 perros positivos a Dot – ELISA.

#

Serovar

Serovar

Serovar

Serovar

canicola

grippotyphosa

icterohaemorrhagiae

pomona

3

Positivo

Positivo
Positivo

6

Positivo

Positivo

10

Positivo

Positivo

11
13

Positivo

19

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo
Positivo

Positivo

Positivo
Positivo

23
24

Positivo

27

Positivo

Positivo

Los demás perros fueron negativos al Dot – ELISA.
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Positivo

